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Zur Teratologic der Plastiden 

Von 

Ernst Kiister, GieBen 
(Mit 9 Abbildungen im Text) 

Bei vielen einzelligen und vielzelligen Algen — ^vielen Diatomeen, 
Braunalgen usw.- — haben die Plastiden sehr wechselvolle, oft von 
Zelle zu Zelle sich andernde Formen; bei vielen anderen Algen ebenso 
wie bei den Bryophyten, Pterido- und Spermatophyten ist die Form 
der Plastiden konstant und wohlgekennzeichnet, — in hervorragendem 
MaSe bei vielen Konjugaten, manchen Griinalgen u.a.m. 

Von einer Teratologie der Plastiden wird man nur bei 
denjenigen Organismen sprechen konnen, bei welchen hinsichtlich 
der Formung der Farbstofftrager der zweite Fall verwirklicht ist, 
und alle Zellen, die wir als normale zu betrachten Anlafi haben, 
mit Plastiden der gleichen Form ausgestattet sind. Diejenigen 
Abweichungen von den normalen Formen werden wir bei ihnen als 
teratologisch zu bezeichnen geneigt sein, bei welchem die sonst wirk- 
samen Gesetze ihrer Gestaltung nicht mehr mafigebend geblieben 
sind, andererseits aber die Struktur und die physiologische Leistungs- 
fahigkeit mit den normalen iibereinstimmen. 

In der Literatur sind bereits wiederholt Bef unde beschrieben 
Worden, die wir nach dem Gesagten als teratologische einzuschatzen 
uns entschliefien werden, 

Es gibt Falle, in welchen die Farbstofftrager in ihrer Form 
durchaus abhangig sind von der der Zelle, und jede Formen- 
abweichung der letzteren eine entsprechende der Plastiden veranlaBt. 
So ist es begreiflich, dafi jede „teratologische“ Formenabweichung 
der Zellen von Mesocarpus ebensolche Anomalien ihrer Plastiden 
nach sich zieht (vgl. KiiSTEE 1935, 243). Wir iibergehen diese 
Gruppe der Plastidenterata und wollen nach solchen suchen, deren 
Zustandekommen durch andere Faktoren bestimmt wird. 

Ausfiihrlich hat sich Kasanowsky (1913) mit dem Phanomen 
der Verzweigung beschaftigt, das er an den Chlorophyllbandern von 
Spirogyra beobachtet hat. Eine solche Abweichung vom normalen 
Formenbefund bedeutet zwar eine auffallende Anomalie; indessen 
konnte man einwenden, dafi gerade die von Kasanowsky beobachtete 
Verzweigung nicht durchaus als teratologisch bewertet werden mu6, 
da durch sie der Obergang von einbandigen zu zweibandigen Zellen 
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vermittelt wird, und die Ausstattung der Zellen mit zwei Bandern 
mit demselben RecMe als normal zu bezeichnen ist, wie solche mit 
nur einem Bande. Indessen hat sich zeigen lassen (vgl. Kuster 
1927), daS an den Chloroplasten derselben Alge Verzweigungen 
auftreten kbnnen, die recht wohl als teratologische Bildungen wirken 
— ^ich meine diejenigen, die an bogig deformierten, in der Nahe des 
Zellenendes zuriickgekrummten Schraubenbandern erscheinen und 
gelegentlich zur Bildung so ungewohnlicher Formen wie geschlossener 
Chloroplastenringe fiihren kbnnen. In alien Fallen bleibt gleichwohl 
die Beschaifenheit der Farbstoffbander durchaus normal. 

Weitere Mififormen, die den Zellenteratologen interessieren, 
sind von Bryopsis bekannt (Kuster 1927) . In alternden Kulturen 
begegnet man nicht selten Bryopsis-FMen, deren Chloroplasten 
abnorm lang geworden sind; ihr Wachstum hat auch unter den 
abnormen Bedingungen der Kultur seine Fortsetzung gefunden ; aber 
ihre Teilung ist ausgeblieben. Im Allgemeinen liegen diese sehr 
langen Chloroplastenbander genau in der Richtung der Langsachse 
des Zellenschlauches ; gelegentlich aber treten Verlagerungen ein, die 
Chloroplasten biegen sich und falten sich unter dem Einflufi der 
Protoplasmastrbmung schliefilich zu hufeisen- oder magnetahnlichen 
Formen zusammen. Solche Schlingen sind garnicht selten 
anzutreffen, und auf ihre Entstehung fiihre ich es zuriick, wenn neben 
normalen gelegentlich sehr auffallige dreischenkelige Plastiden- 
formen sichtbar werden, d.h. solche, an welchen aus dem konvexen 
Scheitelpunkte des Hufeisens ein neuer Plastidenzweig heraus- 
gewachsen ist. Wie bei der vorhin erVauterten Spiro gyra kann man 
auch hier von einer Verzweigung der Plastiden sprechen und bei 
beiden Objekten iibereinstimmend feststellen, dafi eine solche Ver- 
zweigung oftmals an gekriimmten Plastiden eintritt und an der 
konvexen Flanke einen Seitenast entstehen kann. 

Je komplizierter die Form eines Plastiden wird, umso leichter 
diirften teratologische Mififormen an ihnen dem Mikroskopiker auf- 
fallen. Solche Erwagungen veranlafiten mich schon vor geraumer 
Zeit, den Zellen und Plastiden von Zygnema meine Aufmerksamkeit 
zu schenken. Bekanntlich sind die Chloroplasten dieser Gattung zu 
je zwei in jeder Zelle zu finden; sie sind groB und sternartig ver- 
zweigt ; ihre tentakel- oder pseudopodienahnlich gebildeten Fortsatze 
reichen bis an die Wand und kbnnen sich an dieser umbiegen oder 
fufiartig verbreitern. 

Ich habe unter wechselnden Bedingungen verschiedene Zygnema- 
Arten kultiviert und vermoehte sie auch in Teichwasser im Labora- 
torium zu befriedigendem Wachstum zu bringen (vgl. Czurda 1932). 
Anomalien in der Ausbildung der Plastiden sind mir aber bei Durch- 
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sicht meiner Kulturen niemals aufgefallen, solange die Zellen in 
norraalem Griinen begriifen waren. Gelegentliche Zerstiickelungen 
der Plastiden, mogen zunachst aufier Acht bleiben, da es fraglich ist, 
ob es sich bei jenen Fallen immer um vollig normal funktionierende 
Zellen und Plastiden gehandelt haben mag; wir kommen spater nocb 
auf diese Erscheinungen zuriick. 

Ein einfaches Mittel, die Form der Plastiden weitgehend zu 
beeinflussen, fand ich in der Methode der Schleuderung. Schon 
geringe Fliehkrafte (r = llcm; Zahl der Umdrehungen 1200 i.d. 
Minute; Behandlung der Objekte 10 Minuten lang) reichen aus, den 
Inhalt der Zellen zu verlagern und namentlich auch die seit 
WiSSELiNGH (1909, 1921— vgl. auch Kuster 1932) wohlbekannten 
Zellteilungsanomalien hervorzuruf en : Wenn es zur rechten Zeit 
gelingt, den Zellkern und die Plastiden einer unmittelbar vor der 
Teilung stehenden Zelle zu verlagern, ohne die Teilung der Zelle 
selbst zu storen, so gewinnt man eine kern- und plastidenfreie 
Tochterzelle neben einer anderen, welche den ganzen Kern- und 
Plastidenvorrat der Mutterzelle erbt. Auch die kernlosen Zellen 
erweisen sich als lebensfahig und fallen zuweilen durch die mit vielen 
Gerbstoffblaschen ausgestatteten rundlichen Plasmaanhaufungen auf, 
die sich uberall an der zylindrischen Wand der inhaltsarmen Zelle 
finden (Pig. 1 und 3). 

Viel haufiger als kernlose Zellen entstehen kernlose Kammern: 
Die Querwandbildung bleibt unvollkommen, und die Mutterzelle wird 
in eine kernlose und plastidenfreie Kammer und eine andere mit alien 
Organellen ausgestattete zerlegt, und beide Kammern bleiben dauernd 
miteinander in plasmatischer Verbindung. 

Die Plastiden der mit der Zentrifuge behandelten Faden ver- 
dienen in mehr als einer Beziehung unsere Aufmerksamkeit. Nicht 
nur in den nach der Schleuderbehandlung abnorm geteilten Zellen, 
(Fig. 1-4) , sender n auch in denjenigen, welche keine abnorme Teilung 
erfahren haben, treten allerhand Anomalien an den Plastiden auf; 
irgendwelche Korrelationen, die in den normalen Zellen walten und 
ZellengroSe und Plastidengrofie und Plastidenzahl regulierend 
bestimmen, sind durch das Zentrifugenexperiment gestort worden, 
und solche Storungen machen sich auch lange nach der Riickver- 
lagerung des geschleuderten Zellinhaltes und nach wiederholten 
Teilungen der behandelten Zellen immer noch geltend; die Plastiden 
mit ihren reich gegliederten Formen scheinen diese hypothetischen 
Storungen eines korrelativ festgelegten Gleich^ewichtes fiir uns am 
ehesten wahrnehmbar zu machen. 

Diejenigen Zellen, die erst geraume Zeit — Tage und Wochen — 
nach der Schleuderbehandlung entstanden sind, lassen die Wirkungen 
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des Eingriffes ziiweilen besonders mannigfaltig an ihren Plastiden 
erkennen, und gerade an ihnen finden sich iiberraschende Beitrage 
zum Kapitel der Plastidenteratologie. 

Die uns beschaftigende Wirkung des Zentrifugeneingriffes ist 
iibrigens imnier nur an einigen Faden jeder Versuchsprobe zu 
beobachten; welche Bedingungen das Reaktionsvermogen der Zellen 
bestimmen, la6t sich nicht angeben. Die in anderen Zusammen- 
hangen gewonnenen Erfahrungen der experimentellen Zytologie 
machen es sehr wahrscheinlich, da6 dieselben Korrelationsstbrungen, 



Sattete^ZeuTn Jf iTif Zelle. Eine mit 4 Plastiden ausge- 

oWen Pla!HS • P^astidenfreien; diagonale Grenzflache der beiden 

oberen Plastiden; m der mhaltsarmen unteren Zelle zahlreiche systrdnhische Proto 
plasmahaufunpn die mit vielen GerbstofTbiasehen ausgestattet sind pf 2 S' 
stehung von 2 plastidenhaltigen Tochterzellen ; in der unterTn iS't neben fwe 
a'*' dritter klemer Chloroplast ; abnorme Lagerung der Plastiden in der oberen 

Zelle entwickelt. 
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die wir in unserem Falle auf die Schleuderbeha,ndlung zuriickfuhren, 
sich auch durch andere Eingriffe in das Zellenleben hervorrufen 
lassen werden. Wir kommen am Schlusse unserer Betrachtungen 
noch einmal auf die Frage nach den Ursachen der beobachteten 
Erscheinungen kurz zuriick. 


Es fallt an den Plastiden vieler Zellen auf, dafi sie besonders 
gro6 werden und sich reicher verzweigen als in den iibrigen Faden 
derselben Kulturen. Starke Verbreiterung der Pseudopodien an 
denjenigen Stellen, an welchen sie die Wand erreichen, ist haufig zu 


beobachten, ebenso sind kraftige Verzweigungen der Pseudopodien 


Oder ihre segelartige Verbreiterung nicht selten; die Form der 
Plastiden erfahrt eine Streckung in der Langsachse der Zelle (vgl. 
Fig. 5). Wieweit solche Veranderungen gehen konnen, wird zuwei- 
len an den Endzel- 


len der Faden deut- 
lich (vgl. Fig. 6) : 
Wahrend in kilnst- 
lichen Kulturen oft- 
mals Faden ange- 
troifen werden, de- 
ren Zellen sich ab- 
norm verldngert 
haben, ohne da8 
die Plastidenfiillung 
mit Zellenwachstum 
gleichen Schritt ge- 
halten hatte, so daB 
die Pseudopodien der 
Plastiden nicht mehr 
die Querwande er- 
reichen, und beide 
Enden der Zellen 
farblos bleiben, ge- 
wahren Zellen wie 
die in Fig. 6 darge- 
stellte den Eindruck, 
daB das fortgesetzte 
Wachstum der Zel- 
len durchaus assimi- 



Fig. 5. tippige Entwicklung der Plas- 
tiden nach Zentrifugenbehandlnng. 
Fig. 6. Endzelle eines zentrifugierten 
Fadens ; luxnrierendes Wachstum 
der Plastiden, sehr reichliche Pseudo- 
podienbildung. Fig. 7. Stockwerkbau 
der Plastiden ; an einem Ende der 
Zelle selbstandig gewordene Teil- 
stucke der Plastiden, am anderen ein 
Haufen von kristallinischen Nieder- 
schlagen (nach lebendem Material 
gezeichnet— wie alle Figuren). 



lativen Charakter behalten hat und von einer starken Vermehrung der 
Plastidensubstanz begleitet geblieben ist, Kern- und Zellteilung aber 
ausgeblieben sind. Das luxurierende Wachstum der Plastiden fiihrt zu 


absonderlich dicht verzweigten, langzylindrischen Formen, die durch ihr 
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hohes MaU von Gliederung wohl alles in Schatten stellen, was fiir Chloro- 
plasten bisher bekannt ist. 

Garnicht selten sind die Falle, in welchen die hypertrophisch 
heranwachsenden Plastiden eine periodische Struktur annehmen. 
Alle denkbaren Zwischenformen zwischen Plastiden, an welchen 
manche Pseudopodien sich am Ende keulen- oder plattenartig 
verbreitern und von ihrem Ende aus ihrerseits Systeme von Pseudo- 
podien entwickeln, und andererseits solchen, bei welchen Folgen 
iibereinander gelagerter Plastidenmassen zustandekommen, sind in 
den Kulturen zu finden. Zuweilen entstehen hochst regelmafiig auf- 
gebaute Stockwerkplastiden; man findet 2 oder 3 reich verzweigte 
Plastidenkorper, von welchen jeder sein Pyrenoid enthalt, die aber 
durch kraftige Isthmusstiicke miteinander verbunden bleiben (Fig. 
7 oben) ; oder die Anteile sind ungleich gro6, ihre Verbindungsstiicke 
von wechselnder Lange und Dicke (Fig. 7 unten) . Diese vertizillaten 
Plastiden sind der Ausdruck fiir innere Bedingungen, welche zwar 
keine Kern- und Zellenteilung anregen oder zulassen, aber wenigstens 
eine unvollkommene Teilung der Plastiden ermoglichen. 

Die Teilung der Plastiden bleibt nicht immer unvollstandig. 
Ich habe stockwerkartig aufgebaute Plastiden beobachtet, deren Teil- 
korper nur durch sehr dunne Strange miteinander verbunden waren, 
und in noch anderen Fallen einzelne grofie oder kleine Teile sich 
selbststandig machen sehen (Fig. 7 unten). Kleine Teilstticke finden 
ihren Platz an der Aufienwand der Zelle und liegen ihr als stern- 
fdrmig gelappte Scheiben an— Plastidenformen, die von zahlreichen 
Diatomeen, Rotalgen usw. her bekannt sind; von Scherrer (1915) 
werden bereits Zygyiema-VlastiAen beschrieben, die ihre Pseudo- 
podien nicht im Raume, sondern in einer Ebene entwickeln. Fig. 8 
zeigt unten links eine ansehnlich gro6e pseudopodial verzweigte 
Plastidenplatte, deren Substanz sich zu einer iiberaus dunnen Lamelle 
ausgebreitet hat. Schliefilich kommen Konfigurationen der Plasti- 
densubstanz zustande, wie sie Fig. 9 zeigt: acht ungleich grobe 
verschieden geformte, durchweg wandstandige Plastiden sind hier 
sichtbar; auch bei solchen Bef unden handelt es sich offenbar urn 
Plastiden und uberhaupt urn Zellen von normaler funktionstuchtiger 


Mit der soeben beschriebenen Erscheinung der Plastidenzei 
sphtterung haben wir Formenanomalien beschrieben, die in de 
"'Artaoh fur Zygnem, behandelt worden sind 
SCHERRER (1915) sah m ZygnemazeWen die Chloroplasten in 6 un^ 
7 Stucke zerfallen und erwahnt, dafi solche Erscheinungen wot 
urch die ungunstigen Wachstumsbedingungen veranlaBt worde- 
waren, unter welchen sein Material sich entwickelt hatte; ich selbs 
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(1916, 271) habe ZygnemazeWen beschrieben, die mehrere Winter- 
monate hindurch in Kultur gehalten waren, und welcbe neben den 
beiden groBen typischen Plastiden mehrere kleine, meist wand- 
standige enthielten. 

„Zersplitterungen“ der Plastidensubstanz sind bereits fiir zahl- 
reiche Objekte beschrieben worden; die Vorgange sind im allgemeinen 
auf kapillare Kontraktion zuriickzufiihren und physikalisch ohne 
weiteres verstandlich ; die Zerfallser- 
scheinungen der Zygnema-Flastiden sind 
jedoch mit jenen kapillar bedingten 
Phdnomenen der Abrundung nicht ohne 
weiteres zu identifizieren, so lange an 
den Teilstiicken der normalen Zygnema- 
Chloroplasten starke Ausbreitung und 
Pseudopodienbildung (vgl. Fig. 8 und na- 
mentlich Scherrer’s Zygnema-'Figxi.Yen 
a.a.O. Taf. Ill) festzustellen sind. 

Die von uns in den vorangehenden 
Blattern beschriebenen Anomalien, die 
durch betrSchtliche Substanzzunahme 
des Plastidenapparates und durch seine 
weitgehende Gliederung gekennzeichnet 

werden, scheinen bisher nicht beschrie- p**- 8- Anomale Teilung der Plas- 
r • tiden ; oben NiederschlagshS-ufung. 

Den ZU sem. ^ 9^ Zerfall der lebenden Plas- 

Sehr schwer ist es, iiber die Faktoren tiden in wandstandige TeilstUcke ; 
sich Rechenschaft zu geben, welche die emigen von diesen lassen 

hier uns interessierenden Formanomahen 

verursachen. Wenn einzelne Pseudopodien durch das Foramen einer 
unvollkommen gebliebenen Querwand hindurch in eine plastiden- 
freie Kammer vorwarts wachsen und in ihr sich verbreitern und ver- 
zweigen (Fig. 4), so liegt es nahe, die anomalen Raumverhaltnisse 
und — durch diese bedingt — anomale Ernahrungsbedingungen fiir die 
abnorme Gestaltung der Plastiden verantwortlich zu machen. Fiir 
viele andere der beobachteten Falle wird dieser Erklarungsversuch 
nicht befriedigen konnen. Da die Schleuderung der Zygnema-'FM&ci, 
wie wir gehort haben, zur Bildung doppelkerniger Zellen fiihren 
kann, war zu priifen, ob vielleicht in diploiden Zellen der Plastiden- 
apparat eine so auff allend gesteigerte Entwicklung erf ahrt ; ich konnte 
mich aber nicht davon iiberzeugen, daB diese in zweifellos haploiden 
Zellen unmoglich ware. — 

Ich habe versucht, auch an den Zellen von Spirogyra und Meso- 
carpus durch dieselben Angriffe ahnliche Wandlungen der Plastiden- 
formen zu erzielen, bin aber ohne Erfolg geblieben; zu erwahnen 
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sind hdchstens die Verzweigungen der Chlorophyllbander, die mir 
an geschleuderten S'pirogyrazeW&n oftmals aufgefallen sind. 

Ich erwahne bei dieser Gelegenheit nur noch die ungewohnlichen 
Plastidenformen, die ich bei Syirogyra und Mesocarpus durch Kultur 
in einem Medium, dem ich eine geringe Menge Diastase zugesetzt 
hatte, erzielen konnte. Bei Mesocarpus kdnnen zuweilen die Plastiden 
so breit werden, dafi sie in eine parietale Stellung gendtigt werden 
und sich zu fast geschlossenen Rohren formen. Bei Spirogyra — 
diese Beobachtungen beziehen sich auf eine schmale einbandige Art 
mit gefalteten Querwanden — werden die Schraubenbander stellen- 
weise so breit und entwickeln so machtige Randzahne, dafi sie mit 
diesen die ganze Breite der Zelle (den halben Zylinderumfang) in 
Anspruch nehmen, ja sogar iiber diese Masse noch hinausreichen. 
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Notes on Chromosome Associations 

By 

Otto Heilborn 

( Stockholm ) 

m 

I 

At meiosis chromosomes conjugate, generally by twos. The 
force, causing this conjugation, is said to be an attraction. Though 
the real nature of the presumed attraction is unknown, the pheno- 
menon looks like an attraction, and as a mere description this 
terminology may, therefore, be accepted. The bivalents, resulting 
from conjugation, are very often dispersed over the metaphase and 
anaphase plates in such a way as to form distinct groups of two, 
three or, sometimes, more chromosomes. The last-mentioned pheno- 
menon has been described as ''secondary attraction’', "secondary 
'pairing” , or "secondary association” , This terminology has been in- 
troduced by Darlington and his collaborators, and has been widely 
accepted. Unfortunately, however, it is not purely descriptive but 
involves various theoretical interpretations the influence of which 
upon research work has not been fortunate. It is, therefore, in need 
of revision to a certain degree. 

The word ‘'secondary’’ involves the assumption that the pheno- 
menon is a secondary effect of the same force that causes meiotic 
conjugation. However, as the writer has recently tried to show 
(Heilborn 1936), so-called "secondary association” is not confined 
to the meiotic phase but occurs in various kinds of nuclei. It is, 
therefore, not secondary but a primary and general characteristic 
of all nuclei. In a similar way, the words "attraction” and "pairing” 
involve assumptions: 1) The phenomenon is an attraction, i.e. 
caused by the same force as that acting during meiotic conjugation; 
2) The phenomenon is a pairing, i.e. strictly comparable to meiotic 
conjugation. All these assumptions are mere conjectures, based upon 
an incomplete analysis of a material (apples, Dahlia) that has not 
been well suited for an analysis. 

The use of a proper terminology is very important in scientific 
discussions. In the present case, a single phenomenon has been 
alternately given three different names. Furthermore, all of these 
involve theoretical assumptions instead of being purely descriptive: 
they are not names, they are hypotheses! On account of this, the 
terminology has prevented an unprejudiced interpretation of the 


10 


O. Heilborn 


Cytologia, Fujii jub. voL 


phenomenon. A priori^ the research worker has been compelled to 
adopt the idea that ‘‘secondary attraction'' really is an attraction of a 
secondary nature. In order to remove the unfortunate influence of 
such an inadequate terminology, the writer (l.c. 1936) has, there- 
fore, suggested to call the arrangement under discussion simply 
“association", instead of “secondary association". The words 
“attraction" and “pairing" should not at all be used in this connection. 

II 

In his aforesaid work (l.c. 1936), the writer has presented 
analytical data on chromosome association in three species of Carex, 
These data tend to show, more or less convincingly, that there are 
no direct or simple interrelations between chromosome association 
and chromosome homology. The association is not a pairing or 
attraction between homologous chromosomes, but is probably a sort- 
ing and associating effect of the forces of nuclear division upon 
chromosomes of different size and mass. For data, supporting this 
thesis, the reader is referred to the aforesaid paper. 

Now, the question arises : are the results from Carex applicable 
to other organisms? And further: how much stress should now be 
laid upon the results of previous investigations into the problem, 
especially those dealing with apples (Darlington and Moffett 1930, 
Heilborn 1935), Dahlia (Lawrence 1931), and Brassica (Catghe- 
SIDE 1934) ? 

In drawings of apples. Dahlia and Brassica^ published in order 
to illustrate chromosome associations, the associated chromosomes 
appear in close proximity to one another (though generally not in 
actual contact) . In my material of Carex such differential approxi- 
mation is much less pronounced. Fig. 1 o^i show some cases of asso- 
ciation in Carex, fig. 1 k—l two metaphases of apples. The metaphase 
plate of fig. k — ^which is a type less common in apples — ^is in every 
respect comparable to the Oarcir-cases, the type of fig. I — more com- 
mon is the same as those presented by Darlington and Moffett. 
The present writer has studied both apples and Carex for years, and 
is of opinion that apple-nuclei are more liable to shrink during pro- 
metaphase and metaphase and more difficult to fix than those of 
Carex, This may account for the different appearance of the meta- 
phase plates. The writer has convinced himself that the chromosome 
associations of both plants are identical phenomena, and that there 
are only small differences of degree. The interpretations, presented 
in my paper oxi Carex (l.c. 1936), should therefore be applicable to 
Pyrus as well The same obviously also holds good for DaMm and 
Brassica, In all the three last-mentioned genera, chromosomes are 
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Text fig. 1. Association of chromosomes, a-h Carex pilulifera (n = 9), metaphase 
I ; c-e C. pilulifera, metaphase of primary pollen nucleus; f-g C. panicea (n = 16), 
metaphSsel; h C. montana {n = metaphase I; i C. Davalliana {n ~ 2Z), metdi- 
phase I ; k apple variety “Akero” (n == 17), metaphase I ; I apple variety “Cellini^^ 
(n == 17), metaphase I.— Note association generally between chromosomes of equal 

size ! a-i 4,000 x ; k-l 5,000x. 


associated in groups or short rows, in the same way as in Carex, 
and the grouping should be given the same mechanical interpretation 
as presented in my recent paper. Conf. in this connection also Adati 
1933, p. 186. 

In some recent works on ''secondary association'’, drawings are 
presented showing the associated chromosomes connected by fine 
strands. The nature of these strands is uncertain, though there seem 
to be reasons for regarding them as artefacts. From Carex, at any 
rate, I have convincing evidence that such strands are often induced 
by poor or less suitable fixation. They may appear also at diakinesis. 
In really good fixations, however, there are no physical connec- 
tions between associated chromosomes. — In some recent works 
(Gustafsson 1934, 1935^ 1936) , much stress has been laid upon the 
possible significance of such strands. It is true that the strands 
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between the associated univalents in Gustafsson’s material may be 
of another and more significant type though this seems somewhat 
uncertain. It is, however, necessary to emphasize explicitly that 
Gustafsson deals with a quite distinct phenomenon, viz. a certain 
kind of late or metaphase conjugation, and not with a '‘secondary 
association'' of the common type. For reasons briefly criticized in 
my above paper (l.c. 1936, p. 182-183), a certain confusion of ideas 
has here led to an interpretation of chromosome association which 
can scarcely be correct. 

Ill 

From the data in my previous work (l.c. 1936), and from the 
preceding discussion, the following conclusions should be drawn 
regarding chromosome association: 

1) The phenomenon should simply be called "association" (not 
"secondary association", "secondary attraction" or "secondary 
pairing") ; 

2) This association probably has a purely mechanical origin, 
being a sorting and associating effect of the forces of nuclear division 
upon chromosomes of different size and mass; 

3) In this way chromosomes of equal size, are associated 
irrespective of homology, but if homologous chromosomes are present, 
they should show association on account of identity in size. 

The chief interest, taken in such chromosome association, 
pertains to the possibility of analyzing chromosome homologies in 
"secondary polyploids". By studying chromosome associations it 
has seemed possible to elucidate the original basic number of chromo- 
somes in presumed "secondary polyploids" (especially in apples, 
Dahlia and Brassica) . How far does the writer's mechanical inter- 
pretation interfere with this method of analysis? 

Perhaps not so much as one might believe ! According to current 
British ideas, widely accepted, "secondary association" joins homolo-- 
gous chromosomes, according to the writer's interpretation chromo- 
somes of equal size are associated irrespective of homology. Con- 
sequently, according to current conceptions, the statistics published 
on chromosome association in apples. Dahlia and Brassica (l.c.), as 
well as in Umbelliferae and Bicornes ( Wanscher 1934) , should give 
information regarding the number of distinct classes of homologous 
chromosomes. According to the writer's interpretation, again, these 
statistics only supply somewhat approximate information as to the 
probable number of distinct size classes of chromosomes. Hence, in 
apples there should be 7 size classes, in Brassica 6! As homologous 
chromosomes can never be of weqwrsize, it is safe to conclude that 
apples contain at least 7 distinct types of homologous chromosomes, 
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while Brassica contains at least 6. There may he more than 7 types 
of homologues in apples, and more than 6 types in Brassica, but as 
non-homolog ous chromosomes rarely are of exactly the same size and 
mass, this probability is perhaps not very great. 

To summarize: analysis of chromosome associations would seem 
to supply information as to the smallest possible number of distinct 
classes of homologous chromosomes, while a somewhat higher number 
is not excluded. Used in the above way, this cytological method 
should still be of some value for the study of “secondary polyploidy”. 
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Contributions to the Morphology of Sciadopifys vertidllata 

By 

Masato Tahara 

Biological Institute, Tohoku Imperial University, Sendai 


Sciadopitys vertidllata SiEB. et Zucc. is a conifer endemic to 
Japan. In 1910 Lawson published an account concerning the gameto- 
phyte and embryo of this plant. His observation was not, however, 
complete, owing perhaps to the paucity of his material. The present 
study was undertaken primarily to fill in the gap in his investiga- 
tions. The material used in the present research was obtained from 
a large tree growing in the grounds of the Kameoka-Hachiman, a 
small shrine in the suburbs of Sendai. The fixation was made by a 
strong chrom-acetic solution (1% chromic acid 100 cc, glacial acetic 
acid S ee) after dipping the material into Carnoy’s solution for a 
few minutes. Section 7-25 ,« in thickness were stained with New- 
ton’s gentian violet iodine. 


I. The Male Gamete 

It is well known, that the sperms found in the Cupressaceae 
and Taxodiaceae are distinctly organized cells and that the two 
sperms produced in a pollen tube are exactly alike in size and struc- 
ure and that both have the function of fertilizing the egg. But 
in the Abietaceae, the cell division does not follow the nuclear divi- 
sion in the body cell and as the pollen tube is about to discharge the 
sperms, the boundary of the body cell becomes indistinct and the 
two sperm-nuclei are left free in the general cytoplasm of the pollen 
tube Furthermore, the archegonia being separated from one another 
by sterile tissue, only one of the two sperm-nuclei can function and 
he disparity in size of the two sperm-nuclei is distinct 

the generally considered as a member of 

amily Taxodiaceae. But in several important points, this plant 
differs from the other members of the family. The archegonia! for 
example, are separated by sterile tissue as in the Abietaceae- the 
usual members of the Taxodiaceae form an archegonium complex 
Concernmg the sperms, Lawson describes them fn Ms pap^ on 
Sciadopntys vertidllata, as follows : ^ ^ 

+ + 1 , the body-cell evidently takes place in the tin 

results, not ,n the (ormation ol two cells as in Se«ao& and 
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Cupressineae, but in two free nuclei. From the large number of cases 
examined showing these stages, it became quite evident that there 
was no cell membrane separating these two^ male nuclei from one 
another. The two structures were found lying quite freely in the 
cytoplasm of the body cell, as is shown in Fig. 12 and one of them 
is slightly but distinctly larger than the other.” 

The results of my observations are totally different. The pollen 
tube growing through the upper part of the nucellus enters into the 
archegonial chamber a few days before the fertilization. Near the 
end of the tube, the pollen tube nucleus and the stalk cell nucleus 
and a short distance behind the elongated body cell are seen. The 
nucleus of the body cell in this stage of development is always situated 
near the extremity of the cell. The division of the nucleus in the 
body cell takes place almost simultaneously with the nuclear division 
in the central cell of the archegonium to form the egg- and the ventral 
canal-nucleus. The resulting two nuclei are at first quite alike and 
between them a cell plate is formed (Fig. 1). Thus a cell division 
occurs in contradiction to Lawson's description. Owing to the posi- 
tion of the nucleus of the body cell, the cell is divided into two un- 
equal portions (Fig. 2). Afterwards the difference in size and struc- 



Figs. 1-3. 1. The body-cell. Mitosis in telophase. x450. 2. The two unequal sperm- 
cells, the pollen-tube nucleus and the stalk- nucleus. x450, 3. The same in a later 

stage. X450. 
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Contributions to the Morphology of Sciadopitys verticillata 

By 

Masato Tahara 

Biological Institute, Tohoku Imperial University, Sendai 

Sciadopitys verticillata Sieb. et Zucc. is a conifer endemic to 
Japan. In 1910 Lawson published an account concerning the gameto- 
phyte and embryo of this plant. His observation was not, however, 
complete, owing perhaps to the paucity of his material. The present 
study was undertaken primarily to fill in the gap in his investiga- 
tions. The material used in the present research was obtained from 
a large tree growing in the grounds of the Kameoka-Hachiman, a 
small shrine in the suburbs of Sendai. The fixation was made by a 
strong cbrom-acetic solution (1% chromic acid 100 cc, glacial acetic 
acid 3 cc) after dipping the material into Carnoy’s solution for a 
few minutes. Section 7-25 ,« in thickness were stained with New- 
ton’s gentian violet iodine. 

I. The Male Gamete 

It is well known, that the sperms found in the Cupressaceae 
and Taxodiaceae are distinctly organized cells and that the two 
sperms produced in a pollen tube are exactly alike in size and struc- 
ture and that both have the function of fertilizing the egg. But 
in the Abietaceae, the cell division does not follow the nuclear divi- 
sion in the body cell and as the pollen tube is about to discharge the 
sperms, the boundary of the body cell becomes indistinct and the 
two sperm-nuclei are left free in the general cytoplasm of the pollen 
tube. Furthermore, the archegonia being separated from one another 
by sterile tissue, only one of the two sperm-nuclei can function and 
the disparity in size of the two sperm-nuclei is distinct. 

Sciadojntys verticillata is generally considered as a member of 
the family Taxodiaceae. But in several important points, this plant 
differs from the other members of the family. The archegonia, for 
example, are separated by sterile tissue as in the Abietaceae ; the 
usual members of the Taxodiaceae form an archegonium complex. 
Concerning the sperms, Lawson describes them in his paper on 
Sciadopitys verticillata, as follows: 

“The division of the body-cell evidently takes place in the tip 
of the tube immediately over the neck-cells of the archegonium and 
it results, not in the formation of two cells as in Sequoia and 
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Cupressineae, but in two free nuclei. From the large number of cases 
examined showing these stages, it became quite evident that there 
was no cell membrane separating these two male nuclei from one 
another. The two structures were found lying quite freely in the 
cytoplasm of the body cell, as is shown in Fig. 12 and one of them 
is slightly but distinctly larger than the other.'’ 

The results of my observations are totally different. The pollen 
tube growing through the upper part of the nucellus enters into the 
archegonial chamber a few days before the fertilization. Near the 
end of the tube, the pollen tube nucleus and the stalk cell nucleus 
and a short distance behind the elongated body cell are seen. The 
nucleus of the body cell in this stage of development is always situated 
near the extremity of the cell. The division of the nucleus in the 
body cell takes place almost simultaneously with the nuclear division 
in the central cell of the archegonium to form the egg- and the ventral 
canal-nucleus. The resulting two nuclei are at first quite alike and 
between them a cell plate is formed (Fig. 1). Thus a cell division 
occurs in contradiction to Lawson^s description. Owing to the posi- 
tion of the nucleus of the body cell, the cell is divided into two un- 
equal portions (Fig. 2). Afterwards the difference in size and struc- 



Figs. 1-3. 1. The body-cell. Mitosis in telophase. x450. 2. The two unequal sperm- 
cells, the pollen-tube nucleus and the stalk-nucleus. x450. 3. The same in a later 

stage. x450. 
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ture of these two cells becomes more evident and finally in most cases 
the smaller one becomes entirely disintegrated (Fig. 3). 

According to Lawson’s description, the sperm of Sciadopitys 
verticillata closely resembles that of the Abietaceae. But my investi- 
gation shows that it is just like the one found in some members of 
the Taxaceae and Podocarpaceae, where the sperm is a distinctly 
organized cell and the size-difference of the two sperms produced by 
the division of a body cell is quite evident. 


n* The Ventral Canal Nucleus 
As already stated, a few days before the fertilization the nuclear 
division to form the ventral canal nucleus and the egg nucleus occurs 
in the central cell of the archegonium. The material collected on the 
11th of June of this year has shown a number of these divisions. 
Fig. 4, a is the metaphase of this division. The spindle is formed 
just under the neck of the archegonium. A cross section of the 
ovule has fortunately shown the polar view of the nuclear plate of 
this division. The chromosome number is clearly determined to be 
10 (Fig. 4, b)., According to Lawson the haploid chromosome num- 
ber of this plant is 8. But recently Sax and Beal (1934) reported 
in their paper on the chromosomes of the Cycadales that this plant 
has 10 pairs of chromosomes in diploid tissues. It is a remarkable 
fact that all the other members of the Taxodiaceae and Cupressaceae 
have 11 chromosomes in haploid generation. 





Figs. 4-5. 
nucleus. 


metaphase to form the ventral canal nucleus and the egg 
X400. b. The same in polar view. X1600. 5, a. The same in anaphase. 

x400. b. The same in polar view. xl600. 
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In anaphase the two halves of the chromosomes move toward 
opposite poles. The v-shaped chromosomes assembled at the inner 
pole form a compact group, while those at the outer pole are scattered 
loosely and lie almost in a plane, just as in the metaphase (Fig. 5, a). 
So the polar view of the latter enables us again to determine easily 
the exact number of the chromosomes (Fig. 5, b) . In telophase the 
nucleus formed at this pole is much compressed and soon disorganizes. 
Cell division does not follow this nuclear division, as is usual with 
the members of the Taxodiaceae. 

III. The Proembryo 

My observations regarding fertilization are still incomplete and 
will be reported in a subsequent paper. 

The first mitosis after the fertilization was met with several 
times in my preparations. Its position within the archegonium varies 
according to the circumstances. It may lie near the middle of the 
archegonium or a little higher up in the same. In the metaphase of 
this division the membrane of the fusion nucleus has already dis- 
appeared and the spindle lies in a mass of dense cytoplasm. At the 
beginning of this stadium we see two chromosome-groups. But these 
soon come together and form a spindle of the usual appearance. 

The two nuclei resulting from the first mitosis are at first small, 
but soon enlarge and divide simultaneously to form four nuclei. These 
four nuclei pass to the base of the archegonium, where three more 
free nuclear divisions take place also simultaneously and 32 free 
nuclei are produced (Fig. 6-10). These 32 nuclei then become 
arranged in three tiers, each of which contains about 10 nuclei. The 
cell-wall formation has its beginning in this stage. But this process 
is restricted to only the middle and lower parts of the embryo. Mean- 
while the 6th nuclear division takes place almost simultaneously. 
Text-fig. 11 shows the prophase of this division. Although I could 
not see the metaphase of this division, it is certain that the long axis 
of the spindle of the division in the middle tier should be placed 
mainly parallel to the long axis of the archegonium, because we see 
in a cross section of this part of the embryo about the same number 
of cells fore the beginning and after the end of this division. 

. After this nuclear division the formation of the cell-wall becomes 
completed. But in the uppermost tier, always some of nuclei remain 
free without forming the cell-wall and often, not always, some are 
found in the cells, distal ends of which are open to the general cyto- 
plasm of the archegonium. Later the cells of the middle tier become 
much elongated and send the group of cells of the lowest tier toward 
the center of the endosperm. 
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Figs. 6-11. The development of the proembryo. x350. 6. The 3rd. mitosis after the 
fertilization. 7. S-nncleate stage. 8. 16-nucleate stage. 9. 5th mitosis. 10. 32- 
nucleate stage. 11. 6th mitosis. 


In 1931 Buchholz published a paper concerning the later 
embryogeny of this plant. The remarkable cleavage polyembryony 
described and figured by him could be easily confirmed by dissecting 
the fresh material in sugar solution and staining it with ruthenium 
red. 

Lawson’s description regarding the development of the embryo 
is rather simple. He believed that only 8 free nuclei could exist before 
the formation of the cell-wall. .In the Conifers the number of free 
nuclei in early embryogeny varies according to the family. Four 
free nuclei are common in the Abietaceae, the Taxodiaceae and the 
Cupressaceae. The highest number is reported in the family Arau- 
cariaceae. Buelingame found 32 in Araucaria brasUiensis and 
Fames found 32 or 64 in Agathis australis. Therefore Sciadopitys 
verticillata also differs, in this characteristic from other members 
of the Taxodiaceae. It stands just at the level of the Araucariaceae. 
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IV. Summary 

1. In Sciadopitys verticillata the cell division follows the mitosis 
in the body cell. The nucleus being situated near the extremity of 
the cell, the two resulting cells show a remarkable dissimilarity in 
size and structure. 

2. The mitosis to form the neck canal nucleus and the egg 
nucleus occurs just under the neck cells of the archegonium. The 
polar view of the spindle clearly shows 10 chromosomes. In the 
anaphase, the v-shaped chromosomes in the inner pole form a com- 
pact group, while those at the outer pole are scattered loosely and 
lie almost in a plane similar to those in the metaphase. The polar 
view of the latter enables us to determine easily the exact number of 
the chromosomes. 

3. After fertilization 5 successive nuclear divisions occur and 
produce 32 free nuclei before the formation of the cell-wall. 

In conclusion I wish to express my hearty thanks to Mr. K. 
OlKAWA for the assistance given me during the course of the present 
investigation. 
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Chromosome Studies on Trilliam kamtschaticum Pall. 

V. Abnormal meiotic divisions due to high temperature 

By 

Hajime IVIatsuura 

Hokkaido Imperial University, Sapporo 

Within the last decade much effort has been devoted by cyto- 
geneticists to the discovery of both the genetic and the non-genetic 
factors which affect the structure and behavior of chromosomes dur- 
ing nuclear divisions. The genes controlling the normal meiotic 
procedures have been found in several plants, and also many ex- 
periments have been carried out on the effects of environmental 
factors such as abnormal temperature, ultra-violet ray, x-ray, 
radium ray, several narcotics, centrifuging, etc., upon the nuclear 
division. These efforts must be of significance in that it is from 
these studies in comparison with the normal behavior of chromo- 
somes that one may expect to obtain most definite knowledge of the 
fundamental mechanism of mitosis and meiosis. 

To this end, the writer has studied the effects of high tempera- 
ture on the meiotic divisions in the PMC of Trillmm kamtschaticum- 
In view of the previous conclusions that the kinetochore of the chro- 
mosome differs in structure and in behavior from the rest of the 
chromonemata and plays a role as the guide of the chromosome move- 
ments in nuclear division (c/. No’s II-IV of this series), it will be 
important to see how abnormal temperature yields abnormal be- 
haviors of these parts of the chromosome. 

Material and Methods 

The results to be reported in the present paper are those obtained 
by experiments carried out repeatedly during three successive 
seasons (1933-’35), using several hundred plants each year which 
had been collected from several localities near Sapporo and trans- 
planted in pots. These pots were grouped into many classes and 
were put into a green-house of an average temperature of 
at intervals of one week each from early September to February 
of the following year. Some of the plants were allowed to remain 
there through the whole year. Since under natural conditions, the 
meiotic divisions in this plant usually take place in early March 
under the snow, the plant seems to be very susceptible to tempera- 
ture, even to such a relatively low temperature, yielding several 
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abnormalities in meiosis. The effects of abnormal temperature were 
however extremely variable sometimes amongst the plants under 
the same treatment, probably because of inconstant temperature of 
the green-house and of the different stages of the PMG in different 
individuals at the time of exertion of the stimulus. 

Both acetocarmine smears and permanent ones (as described 
in the previous papers) were made for the present study. All photo- 
micrographs in the present paper were from acetocarmine prepara- 
tions. 

The designation of the chromosome members within a comple- 
ment is the same as in the previous papers. 

Observations 

In the following descriptions, the abnormalities observed were 
classified into two categories, (i) concordant and (ii) discordant, 
with respect to the relationship in behavior between the kinetochore 
and the rest of the chromonema. 

i) Concordant anomalies 

In the first paper of this series, the writer has described an 
abnormal form of meiotic metaphase referred to as 'Abnormal I' 
which is characterized by greater dimensions of mother-cells and 
by broader and shorter chromosomes than in the control material. 
This type of abnormality was obtained by putting the plants into 
the green-house a few weeks before the meiotic divisions took place. 
Apparently it is due, through the effects of high temperature, to a 
more rapid growth of mother-cells and more rapid condensation of 
chromosomes (spiralization of the chromonemata) than in the un- 
treated plants. Though such cells are abnormal in respect to these 



TexHIgs. 1 and 2. 1 represents a normal pollen grain at the first vegetative division ; 
2, a pollen grain from a plant which was subjected to high-temperature. X1463, 
reduced to 2/3 in reproduction. 
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features, the behavior of the chromosomes in subsequent divisions 
is quite normal, and it is interesting to see that the resultant pollen 
grains retain also the same characteristics (or in a more exaggerated 
form) in respect to the dimensions of cells and chromosomes (Text- 
figs. 1 and 2). 

On the other hand, mother-cells shown in Text-figs. 5 and 6 
are of a type diametrically opposing to Abnormal I type. In them 
the cell is exceedingly small and likewise the chromosomes are very 
short, nearly one-half or two-fifths of the normal chromosomes (Text- 

figs. 3 and 4) . Such 
, cells were found 

D in preparations in 

§ f £ c % id .a which the ‘precoci- 

^**^'*Vf!*k chro- 

^ mosomes (v. infra) 

usually found, 

^ C'- •( ' • , and hence it is clear 

that they are due, 
through the effects 
3 4 of high tempera- 

ture, to the ex- 

^ £) ceedingly greater 

^ meiotic chromo- 

some development 
B ^ is completed than 

^ ^ i^ control ma- 

g ^ g terial. This type 

seems to be normal 

TexHip. 3-6. 3 and 4, metaphase and anaphase of the first in the subsequent 
meiotic division in normal pollen mother-cells respectively ; diviciinrm mnrl tn 
5 and 6, corresponding stages in extremely small mother- 

cells. X 747, rednced to ^/lo in reproduction. yield tetrads of 

normal appearance. 

These two abnormal cases illustrated here are of the opposite 
extreme types found during the course of the present study, and it 
is highly probable that there are continuous grades between them 
(including the normal type) in respect to the dimensions of pollen 
mother-cells and chromosomes. These anomalies will be called ‘con- 
cordant anomalies’, because of the concordant behavior of the kineto- 
chore with the rest of chromonemata, as evidenced by the normal 
regularity in the formation of bivalents; they make a marked con- 
trast with ‘discordant anomalies’ which will be described in the 
following section. 
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ii) Discordant anomalies 

To this category belong cases in which the behavior of the 
kinetochore is not in harmony with the development of the rest of 
chromonemata. This discordant behavior of the kinetochore was 
found to yield three abnormal forms which in the following descrip- 
tions will be referred to as (a) precocious, (b) desynaptic and (c) 
asynaptic. Through these anomalies, the precocious behavior of 
the kinetochore as compared with the other part of the chromonemata 
is the characteristic in common, and they are principally characterized 
by different time relationship in the unharmony between both chromo- 
some components. 

Before going further, it is necessary to give an account of the 
normal prophase stages in this plant. Unfortunately the observa- 
tions have not been extensively carried out, but the following brief 
description will serve as a control for studies of these abnormal forms. 

In the normal case of meiosis, the leptotene stages are charac- 
terized by very fine single threads which appear to coil themselves 
in very minute spirals. At pachytene homologous chromosomes are 
closely paired along their entire length. These stages are definite 
ones for the whole nucleus and there is no evidence to show that 
these stages may occur coincidently in different parts of the same 
chromosome, as stated by Huskins and Smith ('35) in Trillium 
erectum. Furthermore no evidence showing such chromomsre 
structure as these and other authors describe has been gained by the 
writer in his best treated preparations (Matsuura '36) . The pachy- 
tene pairs open out in early diplotene and usually take a cruciform 
type of bivalents, pairs of paired chromatids associating at the 
kinetochore and the formation of chiasmata being exceedingly rare. 
These are also characteristic features at diakinesis and metaphase. 
For the structure of metaphase chromosomes one may refer to the 
third paper of this series. The first anaphase chromosomes pass 
without marked interkinesis to the second metaphase. 

At early stages of meiosis, the kinetochores are difficult to be 
traced; at diplotene however they are identifiable as fine unstained 
threads which in many cases appear not to separate. The first visible 
separation of the associated kinetochores takes place at diakinesis 
or pro-metaphase and the second separation at late anaphase just 
before interkinesis. The first separation has been inferred to occur 
in both reductional and equational modes and to be independent of 
the modes of opening out of the chromatid pairs at diplotene which 
is also predicted to occur in both reductional and equational planes 
(c/. No. Ill of this series). 
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a) Precocious 
(Refer to Plate 1) 




This type was obtained from plants which were placed in the 
green-house a few months before the meiotic divisions took place. 
The characteristic configurations of the first metaphase chromosomes 

of this type were 
described and figur- 
ed in No's I and 
IV of this series. 

Compared with 
the normal case, the 
prophase of the 
precocious type is 
characterized by (i) 
considerably thicker 
and shorter pachy- 


7 8 9 tene chromonemata 

Texbfigs. 7-9. Three tetrads of the precocious type at (Fig. 1) and (ii) 
*diplotene’. 7 and 9 were taken from a cell illustrated distinctly earlier 
in Fig. 6, PL 1, and 8 from a cell illustrated in Fig. 5, PL 1. , . ^ i 

X 1,900, reduced to 4/5 in reproduction. separation of paired 

chromatids (Fig. 2) . 

The chromatid separation occurs soon after the pachytene pairing is 
completed and consequently results in the formation of four strands 
which run parallel two by two and are associated only at the kineto- 
chore region (Fig. 

3). The chromo- 
nemata contract dur- 
ing successive stages 
and at stages cor- 
responding to late 
diplotene and dia- 
kinesis, the kineto- 
chores appear as fine 
threads exceedingly 
stretched out (Figs. 

4-6) . This condition 
is so striking in some 
cEvses that the kineto- 

chore region is hardly ^ 

, TexNig. 10. Illustrating variation of chromatid associa- 
VlSl Die ana one meets tion in the precocious type within the same loculus. 
'With difficulties in 'I'he cell marked ‘a' represents the typical precocious-b 
identifying the two marked ‘ b ' the typical precocious-a type and 

that marked ‘c^ its anaphase. Note several inter- 
component arms OI a mediate forms as to this feature in other ceils. Xl53. 
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chromosome. This seems to suggest that at these stages a certain 
repulsion acts intrachromosomally between the two component arms 
as well as between different chromosomes. 

There are two types of chromosome pairing distinguishable at 
these stages. One is the formation of two dyad pairs which lie 
very close together at first but later fall apart from each other, and 
the other is the formation of a tetrad, the four strands taking 
characteristic configurations described in the previous papers. The 
former is referred to as ‘precocious-a’ type and the latter as ‘pre- 
cocious-b’ type. 

These two types of pairing are caused by differences in the time 



Text-figs. H-18. 11-14, diakinesis, 15-17, metaphase, 18, anaphase. 11 and 15, typical 
precocious-b type ; 14, 17 and probably 18, typical precocious-a type ; others, several 
intermediate forms. X 1760, reduced to 1/2 in reproduction. 
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of separation of the associated kinetochores, viz., according to 
whether they are subjected to the first and the second separations 
with a certain interval between them, allowing thus the falling apart 
of pairs of paired chromatids (precocious-a) or whether they are 
subjected to these separations taking place nearly coincidently (pre- 
cocious-b). These conditions are illustrated in Text-figs. 7-9. Text- 
fig. 7 represents tetrad A in which the two successive separations of 
the kinetochores have been completed. Text-fig. 8 represents tetrad 
B in which the kinetochores are separated in their daughter half, 
but still associated in the other half. Text-fig. 9 represents tetrad 
C in which the second separation of the kinetochores has not been 
initiated. Both these types of chromosome configurations may occur 
in different mother-cells in the same loculus (Text-fig. 10) and even 
in the same cell. As illustrated in Text-figs. 11-18, it is clear that 
there are gradual variations between these types. In some cases 

however nearly all 

j cells in a loculus were 

I of the precocious-a 

I type and those in 

another of the pre- 
3 ^ ^3 cocious-b type. In 

e2 such cases it was 

/x a ■ I demonstrated that in 
%. W ^ B precocious-a type, 

^ ^ ® anaphase dis- 

A tribution of the total 

. j L i?ry hi 20 chromatids is al- 

ways 10-10, while 

^ in the precocious-b 

j qI type, very irregu- 

lar distributions are 
commonly met with. 

i ln 75 mother-cells 

which were pre- 

sumably supposed to 

Text-fig. 19. The distribution of chromatids to the poles be of the precocious- 

at early anaphase m a cell of the precocious-b type. , ^ 

Note a ring of four chromatids in tetrad A. In drawing ^ three kinds 

the chromosomes were spaced out. From permanent of distributions 10- 
smear preparation. X 1,640. in -I n 1 ^ 

10, 11-9 and 12-8, 

were found to occur in the frequency of 40, 17 and 9 respectively. 
These modes of division are illustrated in Figs. 9-11, PI. 1. Text-fig. 
19 represents chromosome configurations at early anaphase in a com- 


Text-fig. 19. The distribution of chromatids to the poles 
at early anaphase in a cell of the precocious-b type. 
Note a ring of four chromatids in tetrad A. In drawing 
the chromosomes were spaced out. From permanent 
smear preparation, x 1,640, 
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plete cell. Such a case 
would yield a chromatid dis- 
tribution either of 10-10, 
12-8 or 11-9, according to 
whether tetrad A divides 1- 
3, 3-1 or 2-2. 

The telophase chromo- 
somes in the precocious type 
(both a and b) are normal 
in appearance for a short 
while (Text-fig. 20), but they 
are incapable of orientating 
themselves properly at the 
second division and as a 
corollary they come to form 
micro-nuclei of variable 
numbers and sizes in a scat- 
tered form (Text-fig. 21). 






21 

TexHigs. 20-21, 20, pollen mother-cells at first 
telophase of the precocious type ; 21, failure of 
the second division. x480. 


b) Desynaptic 
The ‘desynaptic’ type 
differs from the precocious 
one merely in that the 
former is characterized by 
typical univalents (10 in 
number) at first metaphase 
(Text-fig. 22), instead of 
separated pairs of chroma- 
tids in the latter. Such 
cells are usually found in 
preparations in which the precocious type is predominant and nearly 
equal in the chromosome size with the latter (compare Text-fig. 22 

with Fig. 8, PI. 1) . Sometimes 
however cells characterized by 
longer univalents are met with, 
suggesting the operation of a 
different concordant relationship 
between the kinetochore and the 
rest of the chromonemata within 
the desynaptic type. Apparently 
desynapsis is caused by a slight 
delay in the second separation of 

Text-tig. 22. Metaphase plate of the associated kinetochores as con- 

desynaptic type. x747. trasted with the precocious type. 
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c) Asynaptic 

(Refer to Plate 2) 

The ‘asynaptic’ type of division in the PMC was observed in 
September 1934 in a few plants which had been left in the green- 
house from December of the preceding year. This indicates that 
the division occurred about five months earlier than in untreated 
plants. 

At the resting stage, the individual threads are seen to be very 
different in appearance in the normal and in the asynaptic type. In 
normal plants (including precocious and desynaptic ones) , the threads 
are relatively thick and run somewhat parallel on the periphery of 
the nucleus (Text-fig. 23) . In the asynaptic type the threads at this 

stage are much more slender and 
appear to be more numerous than do 
the threads in the corresponding 
stage of the normal type (Fig. 12, 
PI. 2). This condition is considered 
to have resulted from the splitting in 
each thread having already occurred, 
as in the ordinary mitosis. It is also 
a noteworthy fact that in the prophase 
nucleus of the microsporocytes of this 
type there is no such leptotene stage 
as is found in normal meiosis, and the 
chromonemata contract without any 
indication of polarization (Figs. 13, 
and 21a) and come to form definite 
thick spiremes (Fig. 14) . These pro- 
phase conditions are much more like 
those in somatic mitosis than in meiosis, with the exception that in 
the present case the two threads constituting a chromosome are 
closely associated, giving no appearance of duality throughout their 
entire length, instead of the formation of two separate threads twist- 
ing with each other as in the ordinary mitosis. These prophasic 
conditions lead obligatorily to the formation of ten univalent chromo- 
somes, as shown by Fig. 15, PI. 2 which represents a mother-cell at a 
stage corresponding to diplotene. It will be clearly seen in this 
photomicrograph that each chromosome consists of four chromo- 
nemata which run somewhat parallel with each other, a condition 
quite similar to the normal meiotic chromosomes at such a stage, 
though it is unclear at the present time how and when such a 
quadruple structure of a chromosome has arisen. 



TexHig. 23. A PMC at the resting 
stage from the control material. 
X 1,000. 
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During diakinesis-like stages, the chromosomes contract much 
(Figs. 16 and 17) and at metaphase they are characterized by double- 
spiral structure as in the normal meiotic metaphase chromosomes 
(Fig. 19), though they are exceedingly shorter, about half the length 
of the latter (c/. Text-fig. 3). At anaphase ten half-univalents 
regularly pass to the poles (Figs. 20 and 21b) and they constitute 
a resting nucleus there (Fig. 22). The dyads appear to be func- 
tionless, no further division taking place. Occasionaly however the 
daughter nuclei may divide by an amitosis-like procedure and come 
to take a tetrad-like appearance (Fig. 23) . This seems to suggest 
that the poles of the second division are still retained somehow. 

Discussion 

The behavior of the kinetochore in meiosis 

§ The present findings indicate that (i) through the effect of 
high temperature both the kinetochore and the rest of the chromo- 
nemata come to accelerate their behavior in meiosis ; (ii) when this 
acceleration is balanced in both the parts of the chromosome, ‘con- 
cordant anomalies’ result, i.e., those differing from the normal type 
merely in the dimensions of entire pollen mother-cells and chromo- 
somes, but quite normal in the formation of bivalents and their divi- 
sion; and (iii) when the acceleration is unbalanced, i.e., a certain 
quicker behavior of the kinetochore occurs than of the rest of the 
chromonemata, a condition reverse to the normal meiotic case (inch 
concordant anomalies) , where the separation of the associated kineto- 
chores is slightly delayed in relation to that of the other part of the 
chromonemata, it results in ‘discordant anomalies’, as described under 
the names, ‘precocious’, ‘desynaptic’ and ‘asynaptic’. 

Previously several authors have demonstrated such an accelera- 
tion of chromosome behavior in meiosis through the effects of 
abnormally high or low temperature, as evidenced by the appearance 
of univalents at metaphase instead of bivalents, or by the occurrence 
of premature splitting of chromosomes, e.g. Sakamura & Stow (’26) 
in Gagea, Stow (’27) in Solanum, Shimotomai (’27) in Liriope and 
Scilla, Takagi (’28) in Lychnis, Heilborn (’30) in Apples, Katayama 
(’31) in Triticumr-Aegilops hybrids, Oehlkers (’36) in Oenothera, 
Straub (’36) in Rhoeo and others, Nakamura (’36) in Impatiens, 
etc. The occurrence of non-disjunction or lagging of certain biva- 
lents which is frequently met with in literature, would be explained 
by assuming the non-uniformity in time co-ordination of the two 
component parts of the chromosome in individual bivalents within 
the same cell. 
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§ The present observations have an important bearing upon the 
relationship between somatic mitosis and meiosis. The results seem 
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to indicate that the kind of abnormality is determined by the point 
in time at which the stimulus is exerted which causes the prophase 
begin. The earlier the point of this exertion is, the more precocity 
in the time co-ordination of the behavior of the kinetochore and of 
the rest of the chromoneniata is expected. Thus in view of the be- 
havior of the kinetochore, viz., the two successive separations of the 
associated kinetochores, the normal metaphase condition may be said 
to have been shifted up to diakinesis in desynaptic material and to 
the diplotene stage in precocious. In an asynaptic case, the division 
of the kinetochore takes place rather early, with the consequence of 
preventing the association of the homologous kinetochores. These 
relations are illustrated in Diagram 1. Such a consideration suggests 
that the somatic mitosis differs from meiosis in the time of division 
of the kinetochore and supports Darlington’s hypothesis (’31) cor- 
relating meiosis and mitosis (precocity hypothesis) or Huskins’ 
modification of it (’32, retardation hypothesis), though the present 
observations suggest that the splitting of the kinetochore occurs in 
asynaptic material in the last premeiotic division (Huskins) rather 
than in prophase of meiosis (Darlington) . 

§ The characteristic metaphase configuration of the four chro- 
matids constituting a bivalent in the ‘precocious-b’ type is of signifi- 
cance in considering the forces acting upon the chromosomes during 
their separation at this stage. It is an interesting fact that only in 
this abnormal type is the chromatid distribution to the poles very 
often irregular, the four associated chromatids segregating 2-2 some- 
times, and 1-3 at other times, whilst in all other cases recorded in 
the present paper including the normal meiotic case the chromosome 
separation is regularly 1-1. It is highly probable that such differences 
in chromosome behavior are attributable to differences in the orienta- 
tion of the associated kinetochores of a paired chromosomes in rela- 
tion to the spindle. 

In the normal bivalent (including the paired chromatids in other 
abnormal types) , its two kinetochores come to constitute a repulsion 
system within the pellicle at the time of their division early in the 
stage of meiosis (probably diplotene) . This implies that the repul- 
sion force originates between the pair of paired kinetochores, as in 
the other part of the chromonemata {cf, Huskins ’32). If the electro- 
magnetic interpretation of chromosome behavior is admitted (cf. 
Kuwada & Sugimoto ’28, Kuwada ’29, Wilson ’33, Koller ’34), the 
chromosomes at diakinesis repel each other, being of the same 
negative charge, and at prometaphase after the disappearance of 
the nuclear membrane the poles with the same charge also repel the 
chromosomes, forcing them towards the equator. At the metaphase 
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plate the chromosomes change their charges probably owing to posi- 
tively charged portion of the cytoplasm at this region, causing then 
an attraction between the chromosomes and the poles. It will be 
considered then that the two kinetochores (exactly, the pair of 
paired kinetochores) within, the pellicle come to orientate themselves 
along the line of polar attraction in order to reduce the potential 
energy of the system. The point of attachment with the plasma (the 
so-called ‘polar granules') will, consequently, in direction be in ac- 
cordance with the polar axis. Diagram 2a represents such a condi- 
tion. The consequence will be the l-l distribution of the kineto- 
chores along the poles. 

In cases of trivalents where the three kinetochores lie within 
the same pellicle, their orientation on the equator in relation to the 
polar axis will be of a triangle form as illustrated in Diagram 2b. 
The result will be the distribution of 2-1 for each trivalent, a condi- 
tion fully ascertained by Haga ('37) in triploid Paris and explained 
on the same basis. 

The same principle of the axial orientation and mutual repul- 
sion of the associated kinetochores will be applicable to the ‘pre- 
cocious-b' type where the four daughter kinetochores lie separately 
within the same pellicle. Such a case would be taken as representing 
also the case of quadrivalents. Here two cases of orientation of the 
kinetochores may be considered to take the form as represented in 
Diagram 2c and 2d.^) In the former type of arrangement, the separa- 



Diagram 2. Schematic representation of the orientation of the kinetochores at meta- 
phase in cases of 2(a), 3(b) and 4(c and dj kinetochores lying within the same pellicle 
Klack circles represent kinetochores; vertical line, polar axis; horizontal line 

(dotted), equator. 

tion of the kinetochores will always be 2-2, whilst in the latter it is 
either 2-2 or 3-1, the two kinetochores lying along the equator 
being neutral with respect to the polar attraction and therefore only 
passively driven towards the pole at the beginning of their separa- 
tion as will be seen in Text-fig. 19, until they adjust themselves later 
to the spindle mechanism. It is difficult to say which type of these 
arrangements is more stable, but the observed frequency of mother- 


Instead of these two-dimensional arrangements, there are also corresnondinp 
^eSfhe sS relationships%f the kinetochor^fwiKcrothe? 
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Table 1. Distribution of chromatids in the * precocious-b ’ type 


Modes of division 

10-10 

11-9 

12-8 

13-7 

14-6 

16-5 

Total 

Frequency, observed 

40 

17 

9 

0 

0 

0 

75 

Do., in % 

66.33 

22.67 

12.00 

0 

0 

0 

100.00 

Do., expected 

i 

62.30 

20.51 

n.72 

4.40 

0.98 

0.10 

100.01 


cells in respect to the modes of distribution of the twenty chromatids 
(10-10, 11-9 and 12-8) seems to indicate that both the arrangements 
occur equally, as inferred from Table 1 where the observed data are 
compared with the expected values calculated on this basis. 

Summary 

1) The subjection of Trillium plants to high temperature prior 
to the meiotic divisions has produced several abnormalities upon 
meiotic chromosomes which were distinguishable into two categories, 
(i) ‘ c 0 n c 0 r d a n t and (ii) discordant. 

2) The concordant anomalies are dependent upon the balanced 
acceleration rates of the behavior of the kinetochore and of the rest 
of chromonemata. They are different from the control merely in the 
dimensions of chromosomes and of entire mother-cells, but quite 
normal in the mode of bivalent formation and the subsequent behavior 
of chromosomes. 

3) The discordant anomalies are dependent upon the upsets in 
timing relationships between the kinetochore and the other part of 
the chromonemata. The consequences are (i) the occurrence of 10 
univalents at the first metaphase, which is due to either (a) complete 
failure of synapsis (asynapsis) or (b) premature separation of the 
associated kinetochores (desynapsis) and (ii) the occurrence of 10 
'dyads’ each consisting of two separated chromatids lying parallel 
Cprecocious-a’) or 5 'tetrads’ each consisting of four chromatids 
associating in cruciferous forms ('precocioiis-b’) . These are 
illustrated in Diagram 1. 

4) The significances of the kinetochore in the meiotic divi- 
sions are discussed in connection with the relationship between mitosis 
and meiosis and with the forces acting upon the kinetochore at meta- 
phase. 
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Elektrische Ladungen des gesunden und kranken Cyloplasmas 

Von 

Rudolf Keller 

Arbeiten der Prager biolog.-physik. Arbeitsgemeinsehaft 

Wer sich mit der Vitalfarbung tierischer und pflanzlicher Zellen 
beschaftigt, macht die Erfahrung, dafi sich Zellen und Gewebe, die 
durch aufiere Oder innere Einwirkung eine Schadigung erleiden Oder 
in ihrer Atmung behindert sind, sehlechter farben lassen als normals 
Zellen, zumindest mit den basischen eigentlichen Vitalfarbstoffen. 
Diese Beobachtung ist schon sehr alt und von den verschiedensten 
Untersuchern bestatigt, in unserera Laboratorium von J. Gickl- 
HORN. Unabhangig davon, haben die Elektrophysiologen fest- 
gestellt, daB die Krankheiten, Schwachezustande oder behinderte 
und fehlende Atmung die elektrischen Potentiale der tierischen 
Gewebe stark beeintrachtigen oder ganz verschwinden lassen. In 
den letzten Jahren hat insbesondere IWAO Matsuo'^> mit zahlreichen 
Mitarbeitern ausgedehnte Enter suchungen iiber Farbstoff -Resorption 
in gesunden und kranken Tieren und Menschen unternommen, 
welche gezeigt haben, daB die alten Regeln nicht genau stimmen 
und daB unter Umstanden kranke und tote Gewebe Farbstoffe auch 
besser aufnehmen als gesunde. Ganz abgestorbene Gewebe nehmen 
oft basische und saure Farbstoffe widerstandslos auf. 

Sehr interessante und neuartige Ergebnisse iiber Farbung 
tierischer Gewebe erzielte in neuester Zeit die Klinik Eppingee in 
Wien, welche die modernsten mikroskopischen Methoden beniitzte, 
vor allem die Beobachtung im ultravioletten Licht mit fluoreszieren- 
den Farbstoffen, welche die Anwendung der starksten und un- 
schadlichsten Verdiinnungen gestattet. Eppinger hat diese von 
F. P. Fischer ferner von Ellinger und Hirt geschaffenen qualita- 
tiven Methoden zu quantitativen ausgebaut, indem er die Zeiten des 
Eindringens notierte und gleichzeitig parallel an denselben Objekten 
mittels Mikroelektroden die Veranderung der elektrischen Potentiale 
feststellte und die Bewegungen der Mineralien analysierte.*> Es ergab 
sich bei diesen ausgedehnten Versuchen, daB die elektrischen Krafte 
der Zellen bei der Vitalfarbung und bei der Einwanderung und 
Auswanderung der Mineralien sich in gleichsinniger Weise verschie- 
ben, die Speicherorgane, die Muskeln, das Herz verlieren bei den 
meisten Erkrankungen an Elektropositivitat, wahrend das Serum 
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an Elektronegativitat verliert. Eine merkwurdige Beobachtung 
ergab sich in Eppingers Versuchen bei der Einwirkung der 
gebrauchlichen Fieber- und Herzmedizinen (Pyrazolone z.B. Pyra- 
midon, Antipyrin, ferner Digitalis, Strophantin, Chinin u.a.), 
namlich da6 diese nicht nur wieder den normalen Zustand in Milli- 
volt, in Kali- und Natriumsalzen, in der Vitalfarbung herstellen, 
sondern sehr oft dariiber hinansgingen und Rekord- 
zahlen an Millivolt, und an Aschengehalten produzierten, die hbher 
waren als die normalen. 

Wer gewohnt ist, cytoplasmatische Strukturen lebend zu farben, 
wird sich daran erinnern, da6 Ahnliches bei den verschiedensten 
Tieren und Pflanzen beobachtet werden kann. So zum Beispiel 
schildert Matsuos Schuler Tejima in dem eingangs zitierten Werke 
nach Beobachtungen an Typhuskranken im Rekonvalescenten- 
Stadium, dafi die wahrend des Krankheitsstadiums verminderte 
Farbstoff -Resorption im Darm wahrend der Heilung starker ist 
als normal. Dieselbe Autorengruppe hat auch zahlreiche Magen- 
gesunde und Magenkranke untersucht, wobei es sich immer ergeben 
hat, dafi die S a u r e ausscheidung des Magens (deren Ursprungsort 
das Cytoplasma der Belegzellen ist) parallel geht der Ausscheidung 
der basischen Farbstoife, ebenfalls aus dem Cytoplasma der Be- 
legzellen. 

Man beachte, dab das Protoplasma der lebenden Zellen eine 
chemische Tatigkeit austibt, die grundverschieden ist von alien 
gewohnten chemischen Vorgangen im anorganischen Labor atorium, 
es zieht aus der Umgebung gewisse Stoife an und stbBt gewisse 
Stoffe ab, wobei es sich nicht nach den gewohnten chemischen 
Gruppen richtet, nicht etwa Sauren anzieht und Basen abstbBt, 
sondern gewisse Sauren und gewisse Basen aussondert und in Struk- 
turen des Plasmas konzentriert, andere Sauren und andere Basen 
eventuell an anderen Punkten des Cytoplasmas anhauft. Diese 
Gruppierungen sind seit fiinf Jahrzehnten von genauen Analysatoren 
beobachtet worden, sie sind als „Saftesalze“ und „Gewebssalze“ 
seit 1875 (Forster) von den verschiedenen Autoren gefunden, 
immer wieder neu entdeckt und beschrieben worden. Diese wichtige 
Tatsache hat man sich immer vor Augen zu halten, wenn man iiber 
die auswahlende Kraft des Cytoplasmas Untersuchungen anstellt. 
Seit einigen Jahren hat es sich ergeben, daB diese beiden Stoif- 
Gruppen in der elektrischen Hochspannung entgegengesetzt geladen 
sind und in entgegengesetzter Richtung wandern. Fast alle Neutral- 
kolloide und Komplexe, ferner die weitaus meisten Neutralmolekiile 
gehen in der Zelle zum positiven Pol, dazu einige schwache Sauren, 
im ganzen vielleicht 90 oder 95% aller bekannter Substanzen, nur 
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einige wenige, aber unter ihnen sehr wichtige Stoffe, das Wasser, 
das Kochsalz, die Lithiumsalze, die ionisierten Calciumsalze, der 
ionisierte Teil der Eisenverbindungen die meisten sauren Parbstoffe 
gehen im Cytoplasma an die negativen Strukturen. 

Von dieser empirischen Regel machen auch die Kalikomplex- 
verbindungen, oder die des Rubidiums und Casiums, die in lonenf orm 
an der Spitze der positiven Spannungsreihe stehen, keine Ausnahme. 
Wer auch nur einige Vertrautheit hat mit cytoplasmatischen Struk- 
turen, weiB aus Erfahrung, da6 Saureorte und basische Parbstoffe 
immer an identischen Punkten des Protoplasmas- angetroffen werden, 
an diesen Punkten sitzen auch Kalium, Phosphate, Ammoniak 
Glykogen, Starke, und viele andere Stoffe. 

Das normale und gesunde Protoplasma hauft an diesen elektro- 
positiven Punkten erfahrungsgemat^ die starksten Sauren an zusam- 
men mit einigen der starksten Basen, das kranke Protoplasma 
verliert graduell mit dem Pallen der elektrischen Potentiale die 
FMiigkeit aus neutraler Umgebung Sauren zii erzeugen gleichzeitig 
und in demselben Grade, in dem es die Pahigkeit verliert, Kalium 
aus kaliarmer Umgebung zu konzentrieren. Bei den menschlichen 
Kranken ist es langst feststehend (zuerst von Glaessner 1926 
beobachtet) , daft viele von ihnen weniger oder keine Saure in den 
Magen sezernieren zugleich mit dem Nachlassen der Pahigkeit, 
Parbstoffbasen (Methylenblau, Neutralrot) in den Magen auszu- 
scheiden. Spater hat Visscher gezeigt, da6 auch die starkste Base, 
Kali, keine Ausnahmen von dieser Regel macht und parallel mit der 
Salzsaure aus der kaliarmen Lymphe Kalium im Magen angereichert 
wird. Wer sich mit dem Stoffwechsel des Cytoplasmas befaBt, 
muB sich diese scheinbar paradoxen Tatsachen, die den Gesetzen 
der physikalischen Chemie keineswegs widersprechen, fest einpragen. 
Man muB im Auge behalten, dab mikroskopisch diinne Cytoplasma- 
Filme eine merkwiirdige Fernwirkung ausuben, die in der jllngsten 
Zeit genauer studiert wird. Versuche der Erklarung dieses schein- 
bar paradoxen Verhaltens des lebenden Protoplasmas findet man 
in den Schriften des Verfassers’'^^ Nicht in alien Fallen sind diese 
Erklarungen voll befriedigend. In diesem Aufsatze sollen haupt- 
sachlich jene Tatsachen hervorgehoben werden, die den ublichen 
Verallgemeiner ungen zu widersprechen scheinen. Durch Versuche 
im elektrischen Hochspannungsapparat von R. Furth hat sich in 
der Mehrzahl der Falle durch J. Gicklhorn, spater durch Waelsch 
und Kittel demonstrieren lassen, daB in Gegenwart eines iJber- 
schusses von Biokolloiden eine allgemeine Tendenz der Kolloid- 
korpuskel und Molekiile besteht, sich von Partikeln entgegengesetz- 
ter elektrischer Ladung adsorbieren zu lassen und dann entgegen 
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der Erwartung im elektrischeii Feld nach der umgekehrten Richtung 
zu wandern, als sie nach ihrem eigenen Ladungssinn zu gehen hatten. 

Wir kehren jetzt zu unserem Tatsachenbericht iiber das Ver- 
halten des Cytoplasmas lebender Zellen gegeniiber eindringenden 
Stoffen zurilck. 

Auf einem ganz anderen Wege und ohne Riicksicht auf elek- 
trische Erscheinuiigen, ohne die die meisten Pflanzenphysiologen 
und -morphologen auskommen zu konnen glauben, hat kiirzlich 
ScHUMACHEK^* an den Staubfadenhaaren von Tradescantia gezeigt, 
da6 beim Eindringen gewisser Stoffe das Cytoplasma der Zelle eine 
viel groBere Rolle spielt— Schumachee glaubt: die einzige Rolle— 
als die Membran oder die Grenzschicht des Protoplasmas. Er sagt: 
AusschlieBlich von der lebenden Substanz und ihrem ,,re- 
gulativen Walten“ hangt ab, ob der Stoff von Zelle zu Zelle weiter- 
gegeben wird. Zu diesem Schlusse, der vielleicht in dieser scharfen 
Form nicht fiir alle Zellen und Membranen gelten mag, kam der ge- 
nannte Pflanzenforscher durch genaue mikroskopische Beobachtung 
der Fluorescein-Einwanderung in die Staubfadenhaare im ultraviolet- 
ten Licht. Er zeigte, dafi der Farbstoff, der in Milliardstel-Verdlin- 
nung im kurzwelligen Licht noch gut sichtbar ist, die Membran ganz 
dunkel lafit und erst im Cytoplasma der nkchsten erreichten Zelle 
wieder so weit festgehalten und angehauft wird, daB er sichtbar 
wird. Da er in die Zelle auf keinem anderen Weg als durch die 
Membran eindringen kann, so passiert er diese entweder in so groSer 
Schnelligkeit Oder in so minimaler Verdiinnung, dafi er die Sichtbar- 
keitsgrenze nicht erreicht. Bei der mikroskopischen Beobachtung 
solcher dunkler Membranen sieht es so aus, als ob der leuchtende 
Farbstoff durch die Membran gleichsam durehgeschossen werden 
wiirde. 

Man erkennt, daft die Beobachtung von grundlegender Wichtig- 
keit ist fiir die Wanderung aller Molekiile zwischen lebenden Zellen. 
Man kann, wenn man gewohnt ist, mit den stark verdiinnten Lumi- 
niscenzfarbstolfen zu mikroskopieren, solche Beobachtungen ofter 
machen. Der erste, der mit Fluorescein im ultravioletten Licht 
arbeitete, Paul Ehrlich, war 1890 iiberrascht davon, wie scharf 
und plotzlich das Fluorescein als leuchtende Linie auf dunklem 
Grund erscheint, und jeder heutige Experimentator macht diese 
Beobachtung aufs Neue. Bei Tieren, deren Zellen auf mehreren 
Wegen zuganglich sind, ist die Anhaufung auf elektronegativen 
Punkten nicht immer so eindeutig zu iibersehen wie in Schumachers 
Versuchen, der eine Fluorescein-Gelatine an die Basis des Haares 
brachte, das aus wenigen einzelnen Zellen besteht, die eine hinter 
der andern liegen, was den Vorgang besonders klarmacht. Wenn 
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er die Fluorescein-Gelatine an die Spitzenzelle des Haares anlegte 
statt an die Basiszelle, so hat dieselbe Zellgrundsubstanz und dieselbe 
Membran den Farbstoff nicht eingelassen, sondern abgelehnt. Es 
sitzt also im Cytoplasma der Zellen, die einzeln eine auf der andern 
liegen, der Gradient einer Vektorkraft, die nur in bestimmter 
Richtung, von der Zellbasis zur Spitze anzieht, in der entgegen- 
gesetzten Richtung aber denselben Farbstoff abstodt. 

Die Experimentatoren, die die stark verdiinnten Luminiscenz- 
farbstoffe beobachten, kommen schliefilich zu der tlberzeugung, 
daB in der lebenden Zellmasse Krafte sitzen, die durch die Grenz- 
schichten und Membranen hindurch bestimmte Stoffe anziehen 
und bestimmte Stoife abstoBen. Die Anerkennung der AbstoBungs- 
kraft hat sich noch nicht durchgesetzt, da das Tatsachenmaterial, 
das diese grundwichtige Zellkraft demonstriert, bisher von den 
Wenigsten gekannt wird, die Cytologen auch das Luminiscenz- 
Mikroskop noch viel zu wenig kennen oder selber beniitzen und sich 
der Methods nicht bedienen, die besonders geeignet sind, alte Streit- 
fragen zu klaren und zwecklosen, weil auf nicht geniigender Kenntnis 
des Tatsachenmaterials beruhenden Diskussionen ein Ende zu 
machen. 

Der Gedanke, daB Membranen und Grenzschichten allein es sind, 
die besonders starke Krafte erzeugen, seien diese nun elektrischer, 
chemischer oder elektrochemischer Natur liegt weit ab von den 
Haupttatsachen der Lebenstatigkeit. Wenn es so ware, so miiBten 
die Tiere Sauren oder Basen verzehren und die chemischen und 
elektischen Potentiale bei der Beriihrung in andere Energien um- 
setzen. Die Wirklichkeit ist eine ganz andere. Die Tiere verzehren 
zu 99 Prozent Neutralstoffe (deren Hauptkennzeichen ihre Oxydier- 
barkeit ist), vertragen weder starke Basen noch starke Sauren und 
zerlegen die ihnen zukommenden Neutralsalze bei der ersten Be- 
gegnung im Magen mit betrachtlichem Energieaufwand in Salzsaure 
und Natron. Auch die Pflanzen verhalten sich sehr ahnlich, indem 
sie aus den Neutralsalzen des Bodenwassers oder des Meeres, in 
der Umgebung der Wurzel und in ihren Millionen Vakuolen stark 
saure und kalireiche Losungen aus Neutralsalzen produzieren. Das 
Protoplasma ist also in den Hauptperioden seiner Tatigkeit nicht 
neutralisierend, es ist vielmehr seine Hauptarbeit, aus elektro- 
neutralem und chemisch neutralem Milieu starke Sauren und Basen, 
starke negative und positive Potentiale, hervorzubringen. Es liegt 
auf der Hand, da 6 eine tote Membran oder eine Grenzschicht allein 
zu dieser Leistung unfshig ist und daB das Cytoplasma der 
Haupttrager der elektrischen und chemischen Ener- 
giewirkung sein dilrfte, die, wie man mit Lund, Wurmser, 
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Kollath u.a. annehmen darf, durch einen Oxydationsprozefi in dem 
atmenden Protoplasma der Zellgrundmasse unterhalten wird. 

Dafi es sich hier um eine Regel von allgemeiner Bedeutung 
handelt, la6t sich leicht an pflanzlichen Vakuolen nachweisen, die 
in besonders genauer Weise von dem OSTEBHOUT-Laboratorium in 
den riesigen Einzelzellen der Algen Valonia, Halicystis, Nitella 
analysiert worden sind. Die Tiercytologen bringen diesen interes- 
santen Untersuchungen nur ein sehr geringes Interesse entgegen, 
obzwar sie Regeln iiber den Zellstoffwechsel enthiillen, die fiir Tiere 
ebenso gelten wie fiir Pflanzen. Diese zentimetergroBen Einzelzellen 
bestehen aus Cellulose-Geriisthiillen, die fiir unser Problem be- 
deutungslos sind, und an welchen eine etwa 1/100 mm diinne Cyto- 
plasmaschicht mit zahlreichen Kernen und Chlorophyllkbrpern vor- 
beiflieBt, die eine grotSe Saftvakuole einschlieBt, deren Inhalt genau 
analysiert werden kann. Diese fabelhaft diinne Schicht produziert 
— ahnlich wie die Belegzelle des Magens aus der alkalischen Lymphe 
— aus dem alkalischen Meerwasser starke Sauren, sie reichert den 
Kaligehalt der Saftvakuole auf das Zehnfache bis Sechzigfache des 
Meerwassers an, sie akkumuliert basische Farbstotfe und stbBt saure 
Farbstoife ab, sie stoBt die Natriumsalze des Meerwassers ab, eine 
ganz erstaunliche Leistung eines mikroskopisch diinnen Cytoplasma- 
films, der in den Wogen der Meeresbrandung hin- und hergerissen 
wird. 

Sie hat noch viele andere Ahnlichkeiten mit dem tierischen 
Protoplasma der Speicherorgane. Wenn die Zellen durch eine ver- 
diinnte 1/200 normale Ammoniumchloridlosung ein wenig geschadigt 
werden, so geht nicht nur die Saure der Vakuole und der Kalium- 
gehalt zuriick, es dringen Natrium und Chlor ein, ebenso Wasser, 
also die biologisch elektronegative Gruppe geht heraus und die biolo- 
gisch elektropositive wird weniger stark abgestoBen genau wie bei 
einer kranken Leber oder einem kranken Herzen, die anschwellen 
und Kochsalz einlassen. Jacques und Osterhout5> schadigten die 
SixBwasseralge Nitella durch dreitagigen Aufenthalt in destilliertem 
Wasser und verzeichneten die Gehalte der Vakuolen an Kalium. 
Sie fanden normal 0,056 Mole Kalium, in den geschadigten Pflanzen 
nur mehr 0,033 K, in den in Losung mit 0,001 mK zuriickgebrachten 
Pflanzen aber 0,078 mK. Die diinnen Cytoplasmafilme verhielten 
sich also ahnlich wie die Gewebe der Patienten in Eppingers und 
Matsuos Klinik. Sie produzierten wahrend der Erholung groBere 
Kaliumvorrate als die normalen Pflanzen. 

Im Nachstehenden seien zwei bisher unveroffentlichte Versuchs- 
protokolle an Salamandern von Kaunitz und Schober aus der Wiener 
I. Mediz.-Univers.-Klinik wiedergegeben. (Allylformiat ist ein Gift, 
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mittels dem nach der Methode Eppingers Oedeme jedes gewiinschten 
Grades sich erzeugen lassen, Novalgin ist ein injizierbares Pyrazolon- 
Derivat (Phenyldimethylpyrazolon-methylaminometasulfosaures Na- 
trium), das injizierbar ist und rasch wirkt: 
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Tier lebt, 

wird nach 1 Stunde getotet. 


Erstaunlich hoch, aber in zahlreichen anderen Versuchen an 
Saugetieren bestatigt sind die hohen Potentials nach Novalgin trotz 
der 30 mg Gift! Kaunitz hat an Saugetieren die Mineralgehalte 
von Herz und Leber nach Pyrazolon-Eingabe analysiert und fiir 
Kalium erhebliche Uberschiisse iiber den Normalgehalt und fiir 
Natrium andere, meist hohere Ziffern gegeniiber dem Normalgehalt 
festgestellt. Auch in Prag sind an anderen Objekten ahnliche 
Abweichungen vom Normalgehalt gefunden worden. Es scheint sich 
hier um eine sehr verbreitete Eigenschaft des gesunden und des 
erkrankten Protoplasmas zu handeln. 

Ober die chemischen Leistungen des lebenden Cytoplasmas in 
normalem und im kranken Zustande konnen wir nunmehr zusam- 
menfassend folgende Regeln aufstellen: 

1. Das Protoplasma der lebenden Zelle sondert die ihm aus 
der Umgebung angebotenen Stoife nach zwei Hauptgruppen, 
zieht die eine biologisch entgegengesetzt geladene Gruppe 
an und stofit die gleichnamig geladene Gruppe ab. 

2. Schadigung, Krankheit, Infektion vermindern das charak- 
teristische elektrische Potential des Cytoplasmas. Auch die 
Anziehungskraft und die AbstoBungskraft wird 
herabgesetzt. 

3. Wahrend der Rekonvalescenz wird ofter sowohl bei Tieren 
als bei Pflanzen ein abnorm hohes Potential beobachtet, 
ebenso hohere Gehalte an der einen Stoffgruppe und nied- 
rigere an der antagonistischen Gruppe. 
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Chromosome Aberration and Gene Mutation in Sticky Chromosome 
Plants of Zea mays 

By 

G. W. Beadle 

California Institute of Technology, Pasadena, California 

INTRODUCTION 

The present paper reports an extension of studies of the chromo- 
some abnormality in maize known as “sticky chromosomes” (Beadle, 
1932). Preliminary studies indicated an increased mutation rate 
and a relatively high incidence of chromosome rearrangements in 
sticky chromosome plants. More extensive studies to be reported 
here confirm these indications of the preliminary tests. 

The studies previously reported show that the character sticky 
chromosomes is differentiated from normal by a gene (st) located 
in chromosome 4 and lying some 12 units from the sugary endosperm 
gene (sw). It has since been shown that the serial order of the 
genes su, Tunicate (Tu) , and glossy-3 (gk) is sii-Tu-gh (Emerson, 
Beadle, and Fraser, 1935) ; the linkage data involving st (Beadle, 
1932) therefore show that the order of the four genes is st-su-Tu-gk ■ 

The phenotypic characteristics of sticky chromosome plants have 
been described. Meiosis is characterized by extensive general stick- 
ing together of chromosomes. At anaphase of both the first and 
second meiotic divisions chromosomes are visibly attenuated and 
fragmented. Root tip mitoses are less strikingly aberrant, but it 
has been demonstrated cytologieally that fragments and losses of 
whole chromosomes are relatively frequent (Beadle, 1932) . 

SPOROPHYTE MOSAICS 

Method 

For the purpose of detecting genetically the loss of chromosomes 
or chromosome fragments during somatic mitoses in sticky chromo- 
some plants, the plant color genes a (chromosome 3) , R (chromo- 
some 2), and PI (chromosome 6) were made use of. Plants of 
the constitution st, A/a, B/b, Pl/pl were obtained from crosses 
of St/st, a, B, PI by St/st, A, b, pi plants. As controls, sibs from 
the same crosses but of the constitution St/St (or St/st), A/a, 
B/b, Pl/pl were used. The loss of the dominant allelomorph of 
any one of the three genes, a, B, or PI could be detected as a sector 
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different in color from surrounding tissues. According to. the scheme 
of interaction of these genes worked out by Emerson (1921), the 
phenotype of the normal tissue and tissue resulting from division 
of cells which had lost one of the dominant allelomorphs of the 
three color genes should be as follows: 

A B PI, intense purple 
A B pi, intense red 
A b PI, dilute purple 
a B PI, brown. 

Losses of any two or all three dominant allelomorphs should give 
tissues of phenotypes which in small sectors probably are not dis- 
tinguishable from simple losses of B. 

Plants of the above constitutions were grown in paired cultures, 
one made up of sticky plants and one of normal plants. The cul- 
tures of a pair were grown from seeds of a single ear; they were 
separated by endorsperm scarring. 

At vegetative maturity the plants were examined and all de- 
tected sectors recorded for color and approximate size. The method 
of examination was simple; leaves and husks were removed one at 
a time and immediately examined for elimination sectors. The culm 
and tassel were likewise examined. 

Results 

Of 67 normal plants (A/a; B/b; Pl/pl; St/ St or St/st) ex- 
amined, one showed a single red sector about 4 mm. in width in the 
culm and leaf sheaths. Of 67 sticky chromosome plants (A/a; B/b; 
Pl/pl; st/st), 54 showed elimination sectors of one kind or another. 
The distribution of these with respect to size and color is given in 
table 1. 

The data indicate that elimination of the B gene is about three 
times as frequent as elimination of the PI gene and elimination of 
PI about three times as frequent as that of the A gene. These rela- 
tive frequencies indicated by the data may not represent accurately 
the actual frequencies because elimination of the B gene gives a 
green sector which is more easily detected than a red or brown 
sector, particularly if the sector is small. However, it seems prob- 
able from the data that the order of frequencies of elimination 
is correct, that for B being highest, that for A lowest. The rela- 
tive distances of these three genes from the spindle attachments 
of the chromosomes in which they are located are not accurately 
known, but there appears to be no simple relation between these 
distances and the observed frequencies of elimination. 
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Table !• Frequency of elimination sectors in normal and sticky 
chromosome plants. Numbers of leaves, culms, husks 
and tassels examined are given in parentheses 


Constitu- 
tion of 
plants 

Color of 
sector 

Approxi- 
mate width 
of sector 
min. 

Leaves 

(n=631) 

Culms 

(n=6S3) 

Husks 

(n=900) 

Tassels 

(n=67) 

Total 

Sl/St or 

Green 


0 

0 

0 

0 

0 

St/st 

Red 

2 to 4 

1 

0 

0 

0 

1 


Brown 


0 

0 

0 

0 

0 

Total 

■ 




1 


(n-576) 

(n=576) ' 

(n=»1102) 

(11=67) 


st/st 

Green 

0 to 2 

24 

9 

33 

0 

66 



2 to 4 

4 

0 1 

17 

0 

21 



4 + 

0 

0 ’ 

4 

0 

4 


Red 

0 to 2 

9 

9 i 

5 

0 

23 



2 to 4 

0 

2 i 

2 

0 

4 



4 -f" 

0 

0 

0 

0 

0 


Brown 

0 to 2 

4 

2 

2 

0 

8 



2 to 4 

1 

0 

0 ■ i 

0 

1 



4 + 

0 

0 

0 

1 

1 

Total 





128 


In addition to the elimination sectors recorded in table 1, there 
were four cases of variegated ears. In three of these the husks 
showed many longitudinal stripes of green tissue. In the fourth, 
the husks were similarly variegated but with brown stripes. 
McClintock (1932) has shown that maize plants variegated with 
respect to plant color often carry ring chromosomes. There is cyto- 
logical evidence that such ring chromosomes are sometimes produced 
somatically in sticky chromosome plants (Beadle, 1932) . It seems 
reasonable, then, to assume that the four observed cases of varie- 
gation resulted indirectly through the formation of ring chromosomes, 
though there is, of course, no positive evidence that this is the 
correct interpretation. 

Discussion 

It has been assumed in the above presentation of data, that 
the observed sectors are the result of elimination of chromosomes 
or chromosome fragments. It is of course possible that they may 
result from gene mutation, particularly since it is known that the 
frequency of gene mutation (or apparent gene mutation) is rela- 
tively high in sticky chromosome plants. Elimination seems to be 
the more reasonable of the two interpretations since there is direct 
cytological evidence of somatic elimination of chromosome frag- 
ments and since the mutation rate required to give the observed 
frequency of mosaic plants would have to be very high. 
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Assuming that the observed sectors do result from elimination, 
it can be said that the frequency of such elimination must b& very 
high. The observed frequencies for the three genes a-, B, and PI 
represent minimum values since sectors cannot be detected in all 
parts of the plant. Elimination of only one of the two allelomorphs 
of a pair of genes can be detected. Hence observed frequencies 
for the genes studied are not more than half the actual frequencies. 
Taking into account that genes in only three of the ten pairs of 
chromosomes were studied, and that an elimination of a fragment 
of a particular chromosome may or may not result in the loss of 
a given gene in that chromosome, it is seen that the absolute fre- 
quency of elimination must be so high that every sticky chromosome 
plant is really a mosaic of tissues of various genetic constitutions. 
This conclusion is in good agreement with the observation that 
sticky chromosome plants are conspicuously marked with longitudinal 
striations (Beadle, 1982). 

ENDOSPERM MOSAICS 

Methods 

Progeny of self pollinated plants of the constitution C/e; St/ st 
(C gene, in the appropriate genotype, gives colored aleurone) were 
separated with respect to aleurone color and reciprocal crosses made 
between colored and colorless. Since the endosperm is triploid, these 
crosses give the following aleurone constitutions: 

CC xcc CGc 

ce X CG Gee 

Cc X CC ............ CGc or ccc 

CC X Cc Ccc or ccc 

From such crosses ears segregating for st were selected. Colored 
kernels of the two phenotypes, St and st, were examined for color- 
less patches of aleurone tissue. They were soaked in hot water, 
the pericarps removed, and the aleurone then examined under a low 
power binocular microscope. Kernels homozygous for the st gene 
are often strongly scarred and occasionally the aleurone layer is 
badly developed or absent. Colorless areas resulting from such non- 
development of aleurone can usually be distinguished readily from 
elimination patches. 

In all doubtful cases, free-hand sections were made and ex- 
amined for the presence of aleurone cells. A second check on the 
possibility of irregular development of aleurone tissue is provided 
in the st; CGc kernels. The data presented below show that colorless 
areas are relatively infrequent on such kernels. Because of irre- 
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gular endosperm development in st kernels, many small colorless 
areas were not recorded. In such cases the possibility of non- 
development of aleurone cells is difficult to eliminate. The size of 
the smallest recorded patches varied somewhat with position on 
the kernel and degree of scarring. 

Results 

Counts of the frequency of colorless areas, presumably elimina- 
tion areas, on kernels of various constitutions are give in table 2. 
It is clear that mosaic kernels occur with a high frequency in 


Table 2. Frequencies of chromosome elimination involving the C gene 
for aleurone color, in normal and sticky chromosome kernels 


Constitution 

Number of 
kernels 

j Number of elimination spots 

1 Many 3 2 1 0 

Kernels ’with 
elimination spots 
% 

St; CIcjc 

410 

0 

0 

0 

10 

400 

2.4 

st ; CIgIg 

377 

3 

12 

32 

126 

204 

46.0 

st ; CIC/c 

269 

0 

0 

0 

8 

261 

3.0 


kernels of the constitution st; C e c. The non-sticky control kernels 
of the same constitution with respect to C, show a frequency of 
elimination of about 2.4 per 100. Kernels of the constitution st; 
C C c show a frequency of colorless patches of about the same magni- 
tude. In this case the colorless areas presumably result from suc- 
cessive eliminations of C in one line of cell progeny. 

The frequency of elimination of chromosome fragments must 
be very high in st kernels since, in the case of C c c kernels, only 
the loss of a chromosome fragment carrying C can be detected, i. e., 
for the C gene, two thirds of the eliminations are not detected. 
Since there are ten different chromosomes and since an elimination 
of a fragment of a particular chromosome may not include a given 
gene in that chromosome, it is clear that detected eliminations re- 
present less than one thirtieth of those that actually occur. 

The irregular development of endosperm tissue in st kernels is 
probably a result of elimination of fragments of chromosomes, 
which when absent in certain combinations, result in cells, with a 
lower rate of division than normal. This interpretation is sup- 
ported by the fact that very often there is a clear relation between 
scarring and colorless areas resulting from an elimination of the 
C locus. The scarring is of such a nature that the endosperm is 
marked with creases which divide its surface into small patches of 
more or less normal tissue. Very often the margin of a colorless 
area coincides for some distance with the crease bordering such 
an area of normal tissue. 
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FREQUENCIES OF CHROMOSOME ABERRATION 
OF MUTATION 

Methods 

An experiment designed to measure the frequency of mutation 
and of chromosome translocations in sticky chromosome plants was 
carried out in the following way: Cultures known to be free of 
mutations and gross chromosomal abnormalities and segregating 
for the st character were grown. Both normal {St/St and St/st) 
and st plants were pollinated with a stock homozygous for brown 
midrib -1 (femO and known to be free of seedling and endosperm 
mutants and of chromosome aberrations. From such crosses, two 
series of Pj cultoes were grown, one St /St or St/st x bmi (control), 
the other st x bmi. The Fi plants were examined at various stages 
of development for dominant mutations. A pollen sample from each 
plant was examined. Pollen abortion is known to be one criterion 
of the presence of chromosomal rearrangements (Anderson, 1935). 

All plants were then self pollinated. Those showing pollen 
abortion were self pollinated and also crossed to standard normal 
plants. At maturity, records were taken on “seed” sets to be used 
in connection with pollen records for the detection of chromosome 
rearrangements. For each plant on which self pollinated seed was 
obtained an examination was made for endosperm mutations, and 
an Fo progeny was grown in the greenhouse for the detection of 
seedling mutations. 

From all Fi plants which showed either pollen or ovule abortion 
or which showed endosperm or seedling mutations in F 2 , field cul- 
tures of P 2 plants were grown. Cytological examinations were 
made on plants of those cultures suspected of carrying chromosome 
aberrations. These which had shown endosperm or seedling muta- 
tions were self pollinated in order to check the presence of mutant 
types in the F 3 generation. All F^ cultures were noted for the 
segregation of bmi which had been put in through the male parent 
to serve as a check against contamination by pollen which might 
have carried mutants or chromosome aberrations. 

Chromosome aberration 

Of the control Fi plants resulting from crosses of St /St or St/st 
plants with bmi plants, 1188 were examined for pollen abortion. 
Of these, 5 showed an appreciable percentage of visibly abnormal 
pollen grains. Ears were obtained on 1161 of the plants on which 
pollen examinations were made. Of the 5 plants which showed pollen 
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abortion, 1 had no ear, 1 showed a normal set of seeds, and 3 showed 
ovule abortion. In addition to these 5 plants, there was one with 
apparently normal pollen which produced an incompletely filled ear 
with kernels of variable size. Hence, among the 1188 plants, 6 
showed abnormalities in the pollen or in the seed set. These were 
tested by selfing or outcrossing, and examination in the next genera- 
tion. In all cases hmx segregated in the cultures from self-pollina- 
tion, showing that no chromosome aberrations had been introduced 
by stray pollen contamination. The results obtained are given in 
table 3. From these results it can be seen that 3 of the plants (1, 2, 
and 4 in table 3) showed no evidence of heritable chromosome 
abnormalities. One of the remaining plants (5 of table 3), as 
judged by a cytological examination of its progeny, evidently carried 
extra chromosomes and was probably a triploid. Another of the 
remaining plants (3 of table 3) bred in such a way that one might 
suppose it to have carried an inverted segment in one chromosome. 


Table 3. Tests of control F, plants showing pollen or ovule abortion 


Plant 

Pj generation 

Progeny by selfing 

Progeny by outcrossing 

Per cent 



Showing 

Showing 


Showing 

Showing 


abnormal 


Total 

abnormal 

abnormal 

Total 

abnormal 

abnormal 


pollen 

beecl bet 


pollen 

seed set 


pollen 

seed set 

1 

60 :!-:(?) 

i 

1 

! 


14 

0 

0 

2 

60 ± 

60± 

16 

0 1 

0 

8 

0 

0 

3 

30 ± 

loo- 

10 

3 

0 




4 

60± 

se ± 

22 

0 

0 

8 

0 

0 

6 

0 "f- 

LowO 

7 0 






6 

50 ± 

60 ± 

16 

5 

0 

8 

1 

0 


1) Ear had the appearance of those produced on 3n plants; two plants among the progeny had 9 
bivalents plus 1 trivalent. 

The remaining plant gave in it progeny 5 out of 15 plants showing 
approximately 60 per cent pollen abortion. It is supposed that this 
plant carried either a translocation or an inversion. Unfortunately 
cytological material was not obtained from critical plants in the 
cultures of the progeny of the last two plants mentioned. 

From the results discussed above, it is seen that among 1188 
control plants only two showed evidence of carrying heritable chromo- 
some rearrangements. This frequency of occurrence of chromosome 
rearrangements in normal plants, 1 in 594, can only be taken as 
an indication of order of magnitude. A possible explanation for 
those cases in which the Fi plants showed pollen or ovule abortion 
but which gave only normal progeny, is that they represent in- 
stances of chromatin loss or rearrangement during somatic develop- 
ment but of a nature such that they were not transmitted through 
the gametophyte generation. 
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Of the Fi plants from the cross x bmu 829 were examined 
for pollen or ovule abortion. Of these, 20 plants showed abnormali- 
ties of one kind or another and were tested in a second generation. 
In all of these cases, 6mi segregated in cultures from selling, show- 
ing that there had been no contamination by stray pollen. The re- 
sults of these tests are summarized in table 4. It can be seen from 


Table 4* Tests of plants of the cross st by bmi showing pollen 
or ovule abortion in the Fj generation 


Plant 

number 

Fj generation 

Progeny by 
selfing 

Progeny by 
outcrossing 

Cytological 

examination 

Per cent 
abnormal 
pollen 

Per cent 
seed set 

Total 

Showing 
pollen 
and ovule 
abortion 

Total 

Showing 
pollen 
and ovule 
abortion 

1 

60 ± 

50 ± 

16 

6 

11 

6 

ring 4 

2 

50 ± 

50 ± 

19 

17 

12 

6 

ring 4 

3 

10- 

76 ± 

16 

6 



10 bivalents 

4 

B0± 

50 i 

17 

7 

11 

2 

ring 4 

6 

50 i 

50 ± 

18 

4 

10 

7 

ring 4 

6 

50± 

50± 

16 

10 

9 

6 

ring 4 

7 

60 ± 

50 ± 

16 

9 

10 

3 

ring 4 

8 

0+ 

50± 

22 

0 



none 

9 

60 ± 

60 dz 

19 

6 

9 

4 

ring 4 

10 

50 ± 

60 ± 

24 

11 

9 

4 

ring 4 

11 

30 ± 

50± 

9 

4 0 



none 

12 

40 ± 

60 ± 

17 

0 



10 bivalents 

13 

50 ± 

60± 

22 

15 



ring 4 

14 

0+ 

60 i 

10 

4=) 



none 

16 

60 ± 

50± 

18 

7 

12 

8 

ring 4 

16 

60± 

60 ± 

24 

16 

10 

6 

ring 4 

17 

60 ± 

60± 

24 

■ 9 

9 

4 

ring 4 

18 

0+ 

60 ± 

19 

40 



10 bivalents 

19 

0+ 

50 ± 

18 

2 0 



none 

20 

60 ± 

50 ± 

20 

11 

11 

7 

ring 40 


1) No ovule abortion. 

2) No pollen abortion, ovule abortion not certain. 

3) One plant with ovule and pollen abortion ; one with pollen abortion only. 

4) Ring of 4 seen in low percentage of cells and not too clearly 

this summary that twO' of the 20 plants (8 and 12) bred as normal 
plants. Four others (11, 14, 18 and 19) gave inconclusive results, 
while 13 bred in a manner typical for plants heterozygous for reci- 
procal translocations (see Anderson, 1935, for summary and refe- 
rences to the literature). One plant (3) may possibly have been an 
inversion heterozygote but this is not certain. Of the 13 plants which 
bred as translocation heterozygotes, 12 were shown by cytological 
examination of their progeny to have transmitted ring configurations 
characteristic of reciprocal translocations. 

Omitting all inconclusive cases, the frequency of chromosome 
aberrations in the progeny of sticky chromosome plants was 13 in 
829 or 1 in 64. This frequency is of the order of ten times that 
for normal plants and, although the frequencies cannot be regarded 
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as accurately measured, because of their low magnitudes, there can 
be no doubt that the incidence of chromosome rearrangements in 
sticky chromosome plants is much higher than in normal plants. 

Mutation 

From the control Fi plants (St/St or St/st by bnii), 1136 Fo 
progenies of seedlings were grown. Four of these F 2 cultures showed 
segregation for seedling characters. Cultures of these were grown 
to maturity in the field and self-pollinated for confirmation of the 
Fa results in the Fg generation. In the four cases, bm-t segregated 
in the field-grown plants, showing that the segregating genes had 
arisen by mutation and had not been introduced through the func- 
tioning of foreign pollen at the time the original crosses were made. 

One of the segregating characters proved, by appropriate tests, 
to be a maternally inherited stripe somewhat similar to those pre- 
viously described in Zew by Anderson (1923) and by Demerec (1927) . 
Evidently this case represents a new occurrence of a maternally 
inherited character, presumably transmitted by the cytoplasm of the 
egg. 

A summary of the behavior of the remaining 3 characters in 
Fa and Fg generations is given in table 5. These three characters 
are all recessive and lethal in the embryo or seedling stage. 


Table 5* Tests of control Fi plants showing endosperm or seedling mutations 


Plant 

number 

Character 

Segregation 
in Fo 

XI) “ X 

Segregation 
in Fs 

X X 

1 

Yellow seedling (lethal) 

1 64 

8 

59 

16 

2 

White seedling (lethal) 

1 66 

1 

32 

3 2) 

3 

Defective endosperm (lethal) 

not counted 

167 

39 


3) Normal individuals represented by X, mutant by x. 

2) White seedlings very weak. 

The frequency of gene (?) mutation in the control plants is 
therefore 3 in 1136 or 1 in 379. 

Among 793 Fa progenies of Fi plants of the cross st x bnii, 
16 were found to be segregating for endosperm or seedling charac- 
ters. Five additional “doubtful” cases of segregation were recorded 
but excluded after the completion of Fg tests. Cultures of Fa plants 
were grown in the field in all cases where Fa seed or seedling cultures 
showed signs of segregation. In all these cases, bmi was observed 
to segregate, thus excluding contamination as a cause of Fa segrega- 
tion. The results of Fa and Fg tests are recorded in table 6. All 
characters are apparently monogenic recessives, most of them lethal 
in the embryo or seedling stage. 
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In one instance (number 7, table 6) 2 Fi plants in a culture of 
3 showed segregation for characters presumably the same (brittle 
endosperm). This mutation presumably arose somatically in the 
sticky chromosome parent. In no other case did more than one Pi 
plant of a culture segregate for a given character. It can therefore 
be concluded that the mutations occurred during or at a stage not 
far removed from the meiotic divisions. 


Table 6. Tests of plants of the cross st x bmi showing endosperm 
or seedling mutations in the Fo generation 


Plant 

number 

1 

Character 

Segregation 
ill ^2 

X X 

Segregation 
in Fs 

X X 

1 

Defective endosperm (lethal) 

not counted 

296 

63 

2 

Defective endosperm (lethal) 

1 not counted 

264 

82 

3 

Defective endosperm (lethal) 

1 not counted 

682 201 

4 

Defective endosperm (lethal) 

j not counted 

about 3 

:1 

6 

White seedling (lethal) 

33 

14 

100 

32 

6 

White seedling (lethal) 

31 

16 

104 

31 

7’) 

Brittle endosperm (viable) 

not counted 

about 3 

:1 

8 

White seedling (lethal) 

30 

3 

103 

24 

9 

White seedling (lethal) 1 

26 

7 

113 

66 

10 1 

Yellow seedling (lethal ?) 

31 

7 

material lost 

11 

Defective endosperm (lethal) 

not counted 

209 

57 

12 

Glossy seedling (semi-lethal ?) 

26 

6 

98 

23 

13 

White seedling and 

brittle endosperm (lethal) 

not counted 

about 3 

:1 

14 

White seedling— weak plant (lethal) 

38 

7 

84 

14 

16 

Defective endosperm (lethal) 

not counted 

209 

74 

16 

Small seeds (viable ?) 

not counted 

50 

13 


1) Two Fj plants of a culture of three segregated for this character, presumably the result of one 
mutation in a somatic cell of the st parent. 


The character recorded in table 6 under number 13 is interesting. 
This character was found segregating on the Fi ear as a “brittle 
endosperm”. On making seedling tests, it was found that all brittle 
seeds gave white seedlings. The numbers of individuals grown were 
limited so that it cannot be said definitely whether this case repre- 
sents mutation of two closely linked genes or mutation at a single 
locus concerned with both endosperm and chlorophyll development. 

In addition to the recessive mutants recorded in table 6, a 
dominant mature plant character was found. Plants showing this 
character have the spikelets of the staminate inflorescence arranged 
in whorls. A small Fo culture contained 17 normal and 3 whorled 
plants. The mode of segregation is not clear from so few plants, 
but whorled does not appear to be a simple dominant character 
transmitted in an orthodox manner. One might suspect that 
“whorled” is associated with some kind of chromosome abnormality. 

Excluding the inconclusive case of whorled and assuming number 
7 of table 6 to represent 1 mutation, there were 16 mutations among 
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the 793 tested plants. This frequency, 1 in 49, is clearly much higher 
than that observed for the normal control plants (1 in 379). It is 
evident, then, that the incidence of mutation in sticky chromosome 
plants is much higher than that characteristic of normal plants. 

RELATION OF CHROMOSOME ABERRATIONS 
AND MUTATIONS 

It is interesting to know whether chromosome aberrations and 
“gene” mutations are in any way associated in their occurrence in 
sticky chromosome plants. In the present study there was only one 
case of coincidence of chromosome aberration and “gene” mutation. 
The reciprocal translocation recorded in table 4 under number 16 
was found in a plant which was found to be segregating for a brittle 
endosperm- white seedling character (number 13, table 6) . As men- 
tioned above, the brittle endosperm and white seedling mutations may 
represent mutation of two closely linked genes or of a single gene 
concerned with two characters. In the field-grown F 2 culture and 
also in the culture from outcrossed seed, all plants were selfed. The 
brittle endosperm character was observed to segregated in the 
progeny of both “normal” and partially sterile plants. It can be 
concluded therefore that the translocation and mutation are not 
inseparably associated. 

It can be concluded that, so far as the evidence presented above 
goes, there is no correlation between the occurrence of chromosome 
aberrations and “gene” mutations. 

MUTANT OF UNKNOWN NATURE 

Among the Fi plants of the cross st x bmt there was a group of 
plants the nature of which is not clear. In a total of 849 plants, 
there were 17 plants, distributed in 10 of 94 cultures, which were 
smaller than normal and which showed longitudinal stripes of green 
and white tissue. These ranged in size from very small plants which 
did not flower to plants somewhat smaller than their normal sibs. 
The larger plants produced pollen and ears. No such character 
appeared in any of the parents of the original crosses, to make doubly 
sure of this, a duplicate culture of the &mi stock which served as 
the staminate parent of all crosses was grown. In this culture, the 
seed of which was obtained by self pollination, there were 30 plants, 
all normal. Hence it is clear that these striped plants did not re- 
present segregation of a recessive character for which the parents 
were heterozygous. 

Of the 17 striped plants, 13 produced pollen. In no instance, 
did the pollen show visible abnormalities. Ears were obtained on 
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13 plants and in all cases the seed-sets were such as would be ex- 
pected from normal plants. A cytological examination was made 
of the meiotic divisions in one striped plant; no abnormalities were 
apparent. 

Progenies, by self pollination, were grown from 3 striped plants. 
In all cases the plants so obtained were normal in appearance, show- 
ing no signs of striping. In addition, one culture was grown from 
seed obtained by crossing a striped plant with a normal female parent. 
Here, too, all plants were normal. 

Among 1189 control plants there were two striped plants in 1 
of the 14 cultures grown. These two plants had much the same 
appearance as those discussed above. 

It is clear from the evidence presented above that these striped 
plants do not represent a character transmitted in an ordinary men- 
delian manner. The evidence indicates that these plants were normal 
in their chromosome constitution. The only explanation that the 
author can offer for their occurrence is that they were the result 
of some plastid abnormality contributed by the cytoplasm of the sticky 
chromosome parent. Assuming that this is the correct explanation, 
it is evident that the cytoplasmic abnormality was temporary and 
was not transmitted to the next generation. This case is perhaps 
one of the same nature as the “Dauermodifikationen”' of Jollos. 

DISCUSSION 

It is evident that the physiology of cell division in sticky chro- 
mosome plants is abnormal. Apparently all cells of the plant are 
affected. The results of this disturbance, which must be regarded 
as a general effect on the cell, aye strikingly similar to the results 
which follow X-ray treatment in plants. Thus : 

1. Sticky chromosome plants resemble in their macroscopic 
appearance plants which have received a rather heavy dosage of 
X-rays in the seedling stage. 

2. The chromosome behavior during mitosis and meiosis is 
strikingly similar to that observed in cells following X-ray treatment 
(See Goodspeed, 1935, for discussion and references to literature) . 

3. Somatic elimination of chromosomes and of chromosome 
fragments is frequent in sticky chromosome plants and also in plants 
following X-ray treatment (Stadler, 1931). 

4. Chromosome rearrangements occur with a high frequency 
in sticky chromosome plants; this is a characteristic X-ray effect. 

6. Mutations are relatively frequent in sticky chromosome 
plants. 
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While the above-mentioned similarities between the effects of 
the sticky chromosome gene and the effect of X-ray treatments do 
not justify a definite conclusion, they do strengthen the argument 
that X-rays produce their characteristic effects indirectly through a 
general change in the physiology of the cell, i. e., not by “direct gene 
hit” (see Schultz, 1935, for discussion of this question and for re- 
ferences to the literature). 

One of the problems which concerns geneticists is that of whether 
induced gene mutations represent a change different in principle 
from chromosome rearrangements or whether, on the other hand, 
the two phenomena are really two aspects of a single primary effect. 
The sticky chromosome case adds little to the argument aside from 
adding another example to the known cases in which an increase 
in mutation frequency is accompanied by an increase in the fre- 
quency of chromosome rearrangements. The evidence presented 
above indicates that in the sticky chromosome case the increases 
in the two types of changes are of about the same order of magnitude. 
The question of the relation between the mutations produced in sticky 
chromosome plants and chromosome abnormalities (deficiencies, etc.) 
might perhaps be answered by a careful cytological study of the 
mutations obtained, but such a study involves several obvious diffi- 
culties and has not been attempted. 

SUMMARY 

Elimination of chromosomes or chromosome fragments during 
somatic cell division in sticky chromosome plants is shown by genetic 
tests to occur for those segments of chromosomes carrying the plant 
color genes a, B, and PI. The relative frequencies with which frag- 
ment or whole chromosomes carrying these genes are eliminated are 
probably in the order B > PI > a. 

Elimination of the chromosome carrying the aleurone color gene 
C (number 9), or fragments including this gene, is shown to be 
relatively frequent in endorsperm tissue homozygous for the st gene. 
Chromosome unbalance resulting from elimination is apparently re- 
lated to the “scarring” characteristic of endosperm tissue homozygous 
for the st gene. 

The frequency of chromosome rearrangements (for the most 
part, reciprocal translocations) was 1 in 64 in the progeny of st 
plants as compared with a frequency of 1 in 594 for comparable 
normal controls. 

The frequency of mutations in the progeny of sticky chromosome 
plants was 1 in 49 as compared with 1 in 379 for the normal con- 
trols. 
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In no case was a detected mutation inseparably associated with 
a detected chromosome rearrangement. 

In the Fi of the cross st x bmi there appeared a group of plants 
showing longitudinal white stripes. This striping was not carried 
by the parents and was not transmitted to progeny resulting from 
self-pollination. Presumably some cytoplasmic abnormality was pro- 
duced in the st parent, transmitted to the Fi plants, but not carried 
to the next generation. 
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Autopolyploidy of Solanum nigrum Linn.* 

By 

Miyawo IMakamur'a 

In the previous paper (11), the present author reported that 
there occurs two different karyological forms of S. nigrum in Taiwan 
(Formosa). One of these is the ordinary Black Nightshade which 
is represented by 36 chromosomes in the haploid phase, while the 
other is a very interesting one being characterized by 12 chromosomes. 
The latter is the commonest weeds of Taiwan widely distributing 
throughout the island. A large number of specimens of the latter 
type deposited in the herbaria in Taihoku are identified as S. nigrum 
L. without exception. The present paper deals with the results of 
a cytological study of both types with the comparison of morpholo- 
gical characters, and a survey of geographical distribution, bringing 
about the criticism upon the problem of polyploidy of this group of 
plants with reference to the origin of the species involved. 

The author wishes to express his appreciation to Prof. Tyozaburo 
Tanaka for his helpful suggestions and criticisms given relative 
to the preparation of this paper. 

Taxonomic aspects 

Both types of wild plants display large variation in the habit 
of growth and in the size and the shape of vegetative organs, in 
response to the environmetal condition under which they grow. But 
the seedlings of each type are all true to type, if they are raised under 
an identical condition such as in a glass house. The failure of the 
systematists in detecting the morphological difference in both types 
is probably due to the plasticity of plant. Close examination of both 
types of the plants, however, brought to light several characters, by 
which one can be distinguished from the other, and such distinction 
is easier, when flesh materials are used than herbarium specimens 
are consulted. 

A taxonomic study of both types with an assistance of Mr. K. 
Odashima brought the conclusion that the type with 36 chromosomes 
is the typical S. nigrum, whereas the other with 12 chromosomes must 


* Contributions from the Horticultural Institute, Taihoku Imperial University 
No. 21. 
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Nakamura et Odashima (12). 

In order to illustrate the difference of both types, the most con- 
trasting characters are compared in Table 1. 


Table 1* Contrasting characters of 5. nigrum and S. photeinocarpum 



S. nigrum (n = 36) 

S. photeinocarpum (n = 12) 

Height 

1 

About 70 cm. | 

About the same. 

Stem 

Terete or subangular in cross 
section, covered with minute 
pubescence, spines indistinct. 

Angular in cross section, rather 
glabrous, spines distinct. 

Leaf 

3 X 5-5 X 8 cm. large, dark j 
green, mid libs and veins be- | 
ing often tinged with purple ; 
color, thick, ovate or broad ! 
ovate and becoming obtuse 
or acute at the apex, covered 
with scattered hairs. Margin 
irregularly crenate or uneven- 
ly undulate. 

3 X 6—9 X 13 cm. large, light 
green, thin broad lanceolate or 
elliptic, becoming usually acute 
or caudate-acuminate at the 
apex, rather glabrous. Margin 

1 irregularly dentate or nearly 

1 entire. 

Inflorescence 

Raceme, 6-9 flowers. 

Umbel, 4-7 flowers. 

Corolla 

White, yellowish green at the 
base, 8-14 cm. in diam. Lobes 

5, triangular. 

White, light yellowish green at 
the base 6-11 cm. in diam.. 
Lobes 6, oblong-ovate or 
narrow triangular. 

Calyx 

Cupulate. Lobes 5, subulate. 

1 Cupulate. Lobes 6, oblong 

1 lanceolatis, becoming obtuse 
; at the apex. 

Stamens 

Free, short, bright yellow. 

Do. 

Style 

Same in length as stamens. 

i Do. 

Fruit 

Globose or oblate, 7-9 mm. in 
diam., purplish black, never 
shining. 

Globose or oblate, 6-8 mm. in 
^ diam., shiny bluish black. 

Seeds 

About 40, 2-2.5 mm. in width. 

About 70, 1.5-1. 8 mm. in width. 


Text-fig. 1 illustrates the leaf, flower, fruits and seeds of both 
types that were collected flesh from seedlings raised under an identical 
condition and the whole plants of both types are also shown. The 
measures given in this figure are graduated in millimetres. 

In addition to the typical S. photeinocarpwrij there is an other 
form which is generally classed into S, nigrum. This form belongs 
to the class n — 12. It is distinguished, however, by its wider leaves, 
lai*ger flowers, racemose inflorescence and smaller fruits, often fail- 
ing to set fruits. This plant is probably a variety of S. photeino- 
carpum. 

Geographical distribution 

To determine the natural range of occurrence of S. nigrum and 
S. photeinocarpum f a collection of seeds from various locales through- 
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out the empire was made by the as>sistance of the author’s friends.’^^ 
The chromosome number and the morphological characters were 
studied with the plants which were raised from seeds in Taihoku. 
The specimens deposited in the Tanaka Herbarium, the Herbarium 


TexHig. 1. Solanum nigrum (A) Solanum photeinocarpum (B). 1, leaves; 2, 
seeds and flowers; 3, fruits; 4, whole plants. 

1) In this connection, the author wishes to express his indebtedness to Mr. Y. 
Nakajima, Mr. M. Arima, Prof. E. Fukushima, Mr. Y. Hayashi, Mr. M. Sasawo 
Mr. S. Suzuki, Mr. K. Tamaki and Mr. Y. Takiguchi. 
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of the Botanical Institute of the Taihoku Imperial University and 
the Herbarium of the Taihoku Botanic Garden were also examined 

to make the survey more 
complete. The result is 
mapped in Text-fig. 2. 

As the figure illustrates, 
the typical S. nigrum dis- 
tributes in the northern part 
of Japan, from Karafuto to 
Kiushiu, while S. photeino- 
carpum is found in the south, 
from Kiushiu to Taiwan. 
One case of the occurrence 
of S. nigrum in Taiwan must 
be an exceptional case inter- 
preted as follows: In this 
island, the occurrence of a 
large number of this plant is 
limitted to the enclosure of 
the Shirin Horticultural Ex- 
periment Station ground. It 
was found to grow also in 
the nurcerries of our insti- 
tute and RyO’s garden at 
Seira-Gai of Tainan Pro- 
vince where a few indivi- 
duals were found. The first 
discovery of this plant was 
done by the author and 
Odashima last year. These 
facts must indicate that the plant is an introduced origin recently 
reached to the island. As the Shirin Horticultural Experiment Sta- 
tion is the place where nursery plants of fruit-trees are always coming 
in from the Main Island and abroad, the seeds of S. nigrum must have 
been unconciously introduced to this station and then scattered over 
with their plants to the other places. 

The unexpected occurrence of S. nigrum in Taiwan is taken for 
granted as an exceptional case, the natural range of S. nigrum and 
S. photeinoea/rpum in Japan is geographically distinct inhabiting in 
the different climatic belts, i.e. the former, with high chromosome 
number, is distributed throughout the temperate region, while the 
latter with low chromosome number is found in the subtropical and 
tropical regions. From the examination of our herbarium materials. 
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similar relationship is found to be prevalent with other part of the 
world, since the specimens from Central Europe, Sweden, and North 
America represent the form of S. nigrum, while the specimens from 
the warm districts, such as India, the Philippins and Canary islands 
are linked closely, if not identical, with S. photeinocarpnm. In 
Fukien province, China, S. nigrum and the other form which is 
assumed to be a variety of -S', photeinocarpum, have been collected. 

The plant materials raised from the seeds collected by Mr. 
Tamaki in Shimonoseki have turned out to be Solanum aggregatum 
Jacq., first time recorded from Japan, probably introduced from 
abroad. 

Cytological observation 
A. Method 

Root tips collected from the plants grown in pots were fixed in 
Navashin’s solution. The observation on meiosis was made from 
slides prepared by Belling’s smear method. The smeared materials 
used in the most of the cases were fresh young anthers, but in certain 
cases, the anthers which had been stored in 80 7o alcohol after they 
were fixed in Carnoy’s solution has been used. The slides were heated 
for a short time after mounting. This treatment gave satisfactory 
result, the chromosomes being stained deeply and the cytoplasm 
being destained fairly well. 

B. S. photeinocarpum 

The counting of the chromosomes in the cells of root tips shows 
that this plant is represented by the lowest chromosome number of 
the genus Solanum, i.e. 24 (Text-fig. 3) . The meiosis of the pollen 
mother cells are quite regular. 

At diakinesis, 12 bivalent 
chromosomes are observed, 
which are characterized by 
one or two terminal chiasmata 
(Text-fig. 5). The chromo- 
somes are arranged uniform- 
ly on the equatorial plate at 
the first metaphase (Text-fig. 

7, PL 3, Fig. 1) . They take 
generally rod- or ring-shape following the mode of chiasma (Text- 
fig. 6) . The division in anaphase takes place in usual way (Text- 
fig. 8, PI. 3, Pig. 2) . At the second metaphase, 12 chromosomes are 
counted again on each equatorial plate (Text-fig. 9, PI. 3, Fig. 3). 
The anaphase division is regular with no laggard (Text-fig. 10). 


•iolvly 








TexHfgs. 3-4. Somatic chromosomes (xca. 
2,200). 3, S, photeinocarpum ; 4, S. nigrum. 
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Finally, normal tetrads and complete pollen grains (Plate 3, Fig. 10) 
are formed. 

The chromosome behavior demonstrated above indicates clearly 

that the present 
material is one of 
the diploid forms of 
the genus Solarium. 

C* S* nigrum 

The counting of 
the somatic chro- 
mosomes of S. 
nigrum agrees with 
the results obtained 
by Winkler (19) 
and J0RGENSEN (3). 
It showed 72 chro- 
mosomes in the cells 
of root tips (Text- 
fig. 4). Workers 
(3, 4, 14, 16, 17, 18, 
19) who studied the 
chromosomes of the 
Black Nightshade at the first metaphase reported that ali appears 
as bivalents. But the chromosome behavior, especially the mode of 
conjugation of chromosomes, observed by the present author is 
different from the result obtained by the other workers. In diakinesis, 
the author found frequently quadrivalents and hexavalents besides 
bivalents. The number of hexavalents varied from 0 to 8 correspond- 
ing to the number of quadrivalents and bivalents. Examples of 
diakinesis with the three kinds of chromosomes are illustrated in 
Text-figs. 11-13, (Plate 3, Figs. 4-6). Among the chromosomes 
observed in Text-fig. 11 (Plate 3, Fig. 4), we can easily distinguish 
8 hexavalents, 1 quadrivalent and 10 bivalents. In drawing this 
figure, the cytoplasm was slightly squeezed with the cover glass to 
arrange all the chromosomes on the same plane. In Text-fig. 12 
(Plate 3, Fig. 5), there are 4 hexavalents, 4 quadrivalents and 16 
bivalents. No hexavalent is found in Text-fig. 13 (Plate 3, Pig. 6), 
but it comprises 8 quadrivalents and 20 bivalents. The hexavalents 
and the quadrivalents appeared in diakinesis are found to fall into 
various types according to the number of conjugate chromosomes 
and the number and position of chiasmata, whereas the bivalent 



Texbfigs. 5-'10. Meiosiis of the pollen mother cells of S. 
photeinoearptim(XQB.. 1,100). 5, diakinesis; 6, side view 
of the chromosomes at the first metaphase, each chromosome 
being drawn apart from each other ; 7, polar view of the 
chromosomes at the first metaphase ; 8, the first anaphase ; 

9, the second metaphase ; 10, the second anaphase. 
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chromosomes are characterized by one or two chiasmata, taking 
usually ring-shape, U-shape or dumb-bell shape. 



TexHigs. 11-19. Meiosis of the pollen mother cells of 5. nigrum (xca. l,700).Xi|ll-13, 
diakinesis chromosomes, showing the appearance of bivalents, quadrivalents (IV) and 
hexavalents (VI); 14, the first metaphase comprising 36 bivalents; 15, the first 
metaphase, showing that some of the chromosomes closely assemble in three ; 16, the 
first metaphase chromosomes consisting of 17 bivalents, 5 quadrivalents (IV) and 3 
hexavalents (VI); 17, the second metaphase having 36 chromosomes on each equa* 
torial plate ; 18, the second metaphase, showing the appearance of 2 tripartite and 2 
dipartite chromosomes besides single ones ; 19, the second anaphase. 

At the first metaphase, some figures show 36 bivalents (Text- 
fig. 14 and PI. 3, Fig. 7) , while, in the other figures, some of the 
chromosomes assemble sO' closely that it is difficult to count accurately 
all the elements (Text-fig. 15, and PI. 3, Fig. 8) . The latter case is 
probably due to the existence of multivalent chromosomes. Text- 
fig. 16 illustrates the case that 3 hexavalents, 5 quadrivalents and 17 
bivalents were found at a side view of the first metaphase. In ana- 
phase the chromosomes separate regularly towards each pole. 
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The counting of chromosomes at the second metaphase is done 
easily as we can identify most of the chromosome units. In some 
cases, we count here 36 chromosomes on each equatorial plate (Text- 
fig. 17) . However, the appearance of a few tripartite or dipartite 
chromosomes is not rare (Text-fig. 18, PI. 3, Fig. 9). Such chromo- 
somes is undoubtedly originated from the quadrivalents or hexa- 
valents which were halved in the first meiosis. In the second ana- 
phase, all the chromosomes separate regularly towards the poles 
(Text-fig. 19). It is followed by the formation of normal pollen 
tetrads and perfect pollen grains. (PI. 3, Fig. 11). 

Morphological observation 

As we know that polyploidy brings about gigas forms in certain 
plants. It would be interesting to find out how the diversity of chro- 
mosome number in the present case gives influence upon the size of 
various parts of organs. The author measured one hundred each 
of flowers fruits and seeds of S. nigrum and S. photeinocarpum, and 

thnsp^nf^ rr- ^ markedly greater than 

those of S. photeinocarpum. This is illustrated in Table 2 (See also 

Text-fig. 1). 

Similar relationship was 
found also in the anatomical 
study of leaves. In this case, 
the epidermis and the palli- 
sade cells of S', nigrum were 
strikingly larger than those of 
S. photeinocarpum. (Text- 
fig. 20). The stomata of 
leaves were studied indirectly 
by the Sump method. It 
showed that S. nigrum is 
larger in the size of stomata, 
but fewer in the number of 
them per unit area, in com- 
parison with S. photeino- 
carpum (Text-fig. 21). The 
data are summerized in Table 
3. 

The pollen grains of both 
plants are practically com- 
plete-fertile, the occurrence 
of the empty ones being less 
than 4% in both cases. 



TexWig. 20. Cross sections through a portion 
of leaves. A. S. nigrum; B, S. photeino- 
carpum. (xca. 160). 



leaves. A, S. mgrum; B, S. photeinocar- 
pum. (Xca. 160). 
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Table 2. 


Size of flowers, fruits 
and seeds 


Table 3. Size and distribution of 
stomata 



5. nigrum 

S» photeino- 
carpuw. 

Diameter 

mm. 

mm. 

of colloras 

11.42 

8.47 

Fruits 



height 

7.49 

6.57 

diameter 

8.00 

7.07 

Seeds 



length 

1.79 

1.49 

width 

1.49 

1.20 


Stomata 

Size 

No. per 
unit 
area^ 

Species 

Length 

Dia- 

meter 

S. nigrum 

l^' 

39 

29 

7.9 

S. photeino- 

23 

20 

16.0 

carpum 


^ The unit area in this case means the area of field 
of the microscope which was obtained b.v the combi- 
nation of Zeiss AP. 40x K 15 at the tube length of 
160 mm. 

The size of pollen grains, however, differs corresponding to the chro- 
mosome numbers of the plants. (PI. 3, Figs. 10 and 11) . The measure- 
ment of the diameter of pollen grains showed that S. nigrum is about 
35 micra, while S. photeinocarpum is about 25 micra. 

Discussion 

In S, nigrum the question of chromosome conjugation is very 
important. Yet, with the exception of the work of J0RGENSEN (3), 
little effort has been made to gain a comprehensive view of cytology. 
Winkler (18, 19), Vilmorin and Simonet (16, 17), and Tokunaga 
(14) reported that 36 bivalent chromosomes appear at the first 
meiosis. J0RGENSEN and Crane (4) counted the same chromosome 
number in the meiosis of the pollen mother cells in the nigrum tissue 
of certain graft hybrids. In his later study, J0RGENSEN (3) compared 
the meiosis of haploid, diploid, triploid and tetraploid forms of 
nigrum, 2 ind he considers that the presence of trisome or tetrasome 
is possible in the diploid form, though he could not find any evidence. 
In S. nigrum, the appearance of 36 bivalents is a possible case, but, 
as proved, in the present study there is the other case that hexa- 
valents and quadrivalents occur besides bivalents. In an extreme 
case, the present author counted 8 hexavalents at diakinesis, and he 
found also tripartite or dipartite chromosomes at the second meta- 
phase. It is a known fact that the association of non-homologous 
chromosomes is brought about in certain plants by the influence of 
abnormal environmental factors, such as low temperature, or by the 
occurrence of segmental interchange. But, it is not the case in S, 
nigrum, because, the association of chromosomes does not take place 
at random, resulting alway bivalents, quadrivalents or hexavalents, 
and the meiosis is carried out quite regularly, followed by the forma- 
tion of complete pollen grains. 

Judging from the occurrence of a large number of hexavalents, 
the author considers that S. nigrum is an autohexaploid which was 
brought about by the multiplication of 12 basic chromosomes. An 
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evidcncG which supports this view is obtaiuGd in th6 exporimont of 
J0EGENSBN (3). According to him, a few trisomes were observed 
as well as bivalents and univalents in the meiosis of his haploid 
nigrum. Such chromosome behavior is quite strange if the plant 
is a true haploid, but it is natural if we assume that the plant is auto- 
triploid which was raised parthenogenetically by the development 
of the haploid egg cell of the autohexaploid parent. 

The variation in the pairing of chromosomes in meiosis, also 
seems to be parallel to that observed in autotetraploid tomatoes. In 
these plants, some workers (2, 7, 19) observed that most of the 
chromosomes were bivalents, while the others (5, 6, 13) reported that 
there occurs a large number of quadrivalents. According to 
Humphrey (2), there are usually 12 tetrasomic groups at middle 
diplotene, more or less associated though the number of units in- 
creases following the advancement of meiotic stages, giving finally 
a large number of bivalents and a few quadrivalents. At the meta- 
phase of the first division, the chromosomes are contracted so closely 
as it is difficult to distinguish the individual chromosomes, but there 
seems to be a tendency to clump in four. Upcott (15) assumes that 
increasing or decreasing in the number of units in these cases are 
due to either influence of environmental condition or special 
characters of genotypes. 

In Solanum nigrum, the multiplication of the chromosome 
number is associated with the increase of the size of various parts 
of the organs. This fact was illustrated clearly by Winkler (19) 
with his tetraploid nigrum. In this particular plant, flowers, pollen 
grains, pallisade cells and stomata are markedly larger in compari- 
son with those of the diploid parent. According to J0RGENSEN (3), 
petals and leaves of Solanum nigrum, show different characters when 
the chromosome number is doubled or halved. They become narrower 
and thinner in the haploid, and broader and thicker in the triploid 
and the tetraploid. Analogous cases are found with respect to <5. 
photeinocarpum and S. nigrum. In the former, with lower chromo- 
some number, the parts of organs such as flowers, pollen grains, 
fruits, seeds, pallisade cells and stomata are strikingly smaller in 
comparison with those of the latter, and the petals and leaves are 
also decidedly narrower and thinner. 

In studying the distribution of the diploid and the tetraploid 
forms of Vaecinium uLiginosum, Hagerup (1) states that polyploid 
forms may be ecologically changed so as to grow in other climates 
and formations where the diploid form will not thrive. Analogous 
facts were reported by Manton (8, 9) with Biscutella laevigata and 
NastuHium officinale and by Matsuura (10) with Fritillaria cam- 
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schatensis. The natural occurrence of S. photeinocar'pum and S. 
nigrum with reference to the chromosome numbers resembles the 
case of Nasturtium officinale in which the diploid form is distributed 
throughout the south of Europe, whereas the tetraploid form is found 
in the north. 

All facts enumerated above seem to show that there is an intimate 
relationship between S. photeinocarpum and S', nigrum in connec- 
tion with the evolution of species. Close resemblance in general 
appearance of both forms and the difficulty of identification, easily 
overlooked by the systematists, suggest also the possibility of this 
supposition, although it is hard to say that the latter was derived 
directly from the former. To make this point clear, it is necessary 
to study the affinity of chromosomes in Fi progenies from a cross 
between both plants. The study on this line is now in progress, as 
the author succeeded to obtain several seeds by cross-pollinations, 
which will be brought to the experiment of the coming season. 

Summary 

1. Among the plants generally termed as S. nigrum by the 
systematists the author found two types, karyologically distinct. 
One of them is n = 12, and the other n = 36. 

2. Close examination proved that both types are not exactly 
alike, differing in many points of their morphological characters. 
The type with 36 chromosomes is the typical <S. nigrum, but, the other 
with 12 chromosomes deserves to receive a new specific name, S. 
photeinocarpum. 

3. S. nigrum is generally distributed throughout the northern 
part of Japan, whereas S. photeinocarpum occurs in the south. S. 
nigrum rarely found in Taiwan is of recent introduction, and its 
distribution is limited ohly to a few locales. 

4. The chromosome behavior observed in meiosis proved that 
S. photeinocarpum is a diploid form of the genus Solanum, while, 

S. nigrum is an autohexaploid. 

5. Size of the vegetative and reproductive organs of S. nigrum 
is markedly larger than that of S. photeinocarpum. 

6. The comparison of morphological characters and the survey 
of geographical distribution suggest that, there is an intimate rela- 
tionship between both types with respect to the evolution of species. 
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Explanation of Plate 3 

All the photomicrographs were taken by the aid of Leitz’s Macca'' attachable 
camera from the smeared preparations which were stained with aceto-carmine. 
Pigs. 1-9 were taken at the combination of Zeiss AP. 120 objective and K. 15 ocular. 
They were enlarged to give a magnification of ca 1,400 on reproduction. Figs. 10-11 
were taken at the combination of Zeiss AP. 40 objective and K 15 ocular, giving a 
magnification of ca 300. 

Pigs. 1-3. Meiosis of the pollen mother cells of S. photeinocarpum, 3. The first 
metaphase, ^ illustrated in Text-fig. 7; 2, the first anaphase, showing 
normal division of chromosomes ; 3, the second metaphase, illustrated in 
text-fig. 9. 

Pigs. 4-9. Meiosis of the pollen mother cells of S. nigrum. 4-6, diakinesis, showing 
the occurrence of quadrivalents, hexavalents and bivalents, illustrated in 
Text-figs. 11-13 ; 7, the first metaphase with 36 bivalents, illustrated in 
Text-fig. 14; 8, the first metaphase, showing that some of the chromo- 
somes closely assemble in three, illustrated in Text-fig. 16 ; 9, the second 
metaphase with tripartite and dipartite chromosomes, illustrated in Text- 
fig. 18. 

Pig. 10. Pollen grains of S. photeinocarpum. 

Fig. 11 . Pollen grains of <$. 
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Umkehrbare Entmischung der Kernkolloide nach Vitalfarbung 
und Plasmolyse 

Von 

Otto Bank 

Aus dem Institut fiir allgemeine Biologie der Masarykuniversitat 
in Briinn 

1 

Strugger (1933) konnte einwandfrei zeigen, dafi die Kernstruk- 
turen reversible Entmischungsformen des Karyotins sind. Bemer- 
kenswert ist, daft saure Vitalfarbstoffe nach demselben Autor nur den 
Kernsaft farben, nicht aber die Strukturen, basische dagegen das 
Karyotin. Becker und Beckerowa (1933) konnten mit basischen 
Farbstoffen, bei Beniitzung des elektrischen Stromes, Chromatin und 
Nukleolen umkehrbar farben. Gleichzeitig weisen die beiden Autoren 
darauf hin, dafi die bisher durchgefiihrten Vitalfarbungen des pflanz- 
lichen Zellkernes (Gicklhorn 1927; Albach 1929; Bank 1933) mit 
sauren sowie mit basischen Farbstoifen (Bank 1933) nur an sehr 
stark pathologisch veranderten Kernen gelungen ist, wenn man nach 
dem Untersuchungen verschiedener Autoren (Martens 1927 ; Sharp 
1929; Telbzyi^SKI 1930; Nebel 1932, u. a. zitiert nach Becker u. 
Beckerowa) die netzartige Struktur der AZZmm-Kerne als die nor- 
male betrachtet. Nun scheint mir (Bank 1936) durch die Arbeit 
Struggers (1933) das Problem der Normalstruktur des Kernes in 
viel beweglicherem und einschlagigerem Sinne gelbst zu sein, dem- 
zufolge die jeweilige Struktur Funktion ist gewisser Lebensbedin- 
gungen (pH, Salzkonzentration) . Daher war es auf Grund dieser 
Erkenntnis notwendig, experimentell zu uberpriifen, inwieweit 
namentlich der Einwand Becker und Bbckerowas stichhaltig ist, 
dafi die von mir mit basischen Farbstoffen mit Hilfe der Plasmolyse 
gefarbten Kerne in ihrem Chromatinariteil verandert sind. Diese 
tiberprufung schien umso interessanter zu werden, als die mit 
basischen Farbstoffen bei gleichzeitiger Plasmolyse gefarbten Kerne 
in ihrer Farbung reversibel sind (Bank 1935). Es bleibt dabei 
unbestritten, dafi durch die zur Erzielung der Vitalfarbung mit der 
von mir angewandten Methode neue, von den normalen verschiedene 
Gleichgewichte im behandelten lebenden Systeme (Bertalanppy) 
eintreten konnen. Fraglich bleibt jedoch, ob diese Verander ungen 
gerade den Chromatinanteil des Kernes betreffen miissen, was Becker 
u. Beckerowa fiir die Erklarung der von mir erhaltenen Diftusfar- 
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bung des Kernes, mit basischen Farbstoffen erzielt, ftir wichtig zu 
halten seheinen. Es konnte im Sinne des vorher Gesagten das ge- 
samte Kernsystem, vielleicht auch das Zellsystem in einer typischen 
Weise verandert sein,was die Diffusfarbung bedingte. Uiid so wird 
in der vorliegenden Mitteilung der Nachweis zu erbringen versucht, 
da6 das Chromatin in den von mir vitalgefarbten Kernen tatsachlich 
in reversibel strukturierbarer Form im Kerne vorhanden ist, daB 
somit die diffuse Vitalfarbung der Kerne mit basischen Farbstoffen 
in plasmolysierten Zellen auf einer Veranderung der Gleichgewichte 
im lebenden System beruht und nicht auf dem Mangel eines be- 
stimmten Stoffes, lies: des Chromatins. 

II 

Versuchsmaterial : Zellen der inneren Epidermis von Allium cepa. 

Nach langen Vorversuchen gelang es, dieses siehere Behand- 
lungsrezept zu finden das analog ist jenem, das angewandt worden 
ist um in der Zellsaftvakuole Entmischungen zu erzielen : die Epider- 
men werden fiir 10-15 Minuten in ein Gemisch von 1 mol KCl und 
0.1% Methylviolett (1:1) eingelegt. Nach dieser Zeit sind die Kerne 
in den plasmolysierten Zellen diffus blau gefarbt. Auf dem Deck- 
glase, bei mikroskopischer Beobachtung, wird 1 mol KSCN zugesetzt, 
worauf, nach einer Wirkungsdauer von einigen 
Minuten, die Kerne violett werden und die 
umkehrbare Entmischung von Nukleolen und 
Kornern eintritt. 

Ill 

(A) Bei weiterer Beobachtung der ent- 
mischten Kerne sehen wir, dafi Korner (Gra- 
nula) und Nukleolen wieder verschwinden, dafi 
die Kerne glasig werden und schlieOlich, bei 
gleichzeitiger, sehr feinkorniger Entmischung 
platzen. Das ist der erste (1) Modus der 
umkehrbaren Entmischung der mit dem 
basischen Farbstoffe diffus gefarbten Kerne. 
Wir besitzen noch einen zweiten (2) ohne notwendig tdtlichen Aus- 
gang: sofort nach dem Erscheinen der Nukleolen und Korner im 
vorhin diffus gefarbten Kerne, iibertragen wir die Zellen in reine 
1 mol KG1-L5sung. Nach einiger Zeit sind die Kerne wieder diffus 
blau geworden und kdnnen durch Zugabe von 1 mol KSCN-Losung 
in wiederum reversibler Weise kdrnig entmischt werden. Durch 
rechtzeitigen Wechsel der beiden Losungen (KGl u. KSCN) gelingt 
es, diese reversible Entmischung zu wiederholen. In mehreren Fallen 



Fig. 1. Ein kornig ent- 
mischter Zellkern nach 
diffuser Vitalfarbung. 
Korner und Nukleolen 
sind mit Parbstoff be- 
setzt, die Zwisehensub- 
stanz ist far bios. 



1937 Umkehrbare Entmischung d. Kernkolloide naeh Vitalfarbung u. Plasmolyse 71 

konnte ich das dreimal erzielen. Weiter konnte diese Wiederholung 
nicM getrieben werden, weil die Zellen doch leiden und schliefilich 
zugrunde gehen, und zwar aus der entmischten Form auf die unter 
Modus (1) beschriebene Weise, aus der diifusen Form (ohne Korner 
u. Nukleolen) direkt durch Platzen bei gleichzeitiger, uns schon be- 
kannter, sehr feinkbrniger Entmischung. 

Aufierdem konnen die Entmischungskbrner durch verstarkte 
Plasmolyse zum Verschwinden gebracht, durch Deplasmolyse wieder 
erzeugt werden. Diese Behandlung ist jedoch ziemlich schwierig. 

(B) Es ist somit sicher, daU der mit einem basischen Farb- 
stoffe in der plasmolysierten Zelle diffus gefarbte Kerninhalt rever- 
sibel zu Kbrnern entmischbar ist. Trotzdem normalerweise bei der 
von uns beschriebenen Entmischungsmethode mit den Kbrnern auch 
die Nukleolen erscheinen, kbnnten Zweifel auftauchen, ob denn die 
entstandenen Kbrner auch tatsachlich aus chromatischer Substanz, 
wenigstens dem Hauptanteile nach, bestehen. Diese Zweifel zu 
beheben, scheinen wir in der Methode Stbuggers (1930), der rever- 
siblen Retikulumdarstellung im Zellkern, ein Mittel zu besitzen. Be- 
kanntlich gelingt es, in bestimmt konzentrierten KNOs-Lbsungen 
das Kernretikulum im AiJmmkern darzustellen oder es unsichtbar 
werden zu lassen. Dasselbe gelingt auch in gleichkonzentrierten 
KCl-Lbsungen, die fiir unsere Zwecke von besonderer Wichtigkeit 
sind. So kbnnen wir in Konzentrationen von etwa 0.05 mol Kerne 
ohne Retikulum, jedoch mit sichtbaren Nukleolen darstellen, in 
Konzentrationen von etwa 0.17 mol erhalten wir Kerne mit Retiku- 
lum und Nukleolen, in Konzentrationen von 0.4 mol erhalten wir 
ganz homogene Kerne ohne Retikulum und ohne Nukleolen. Es ist 
also anscheinend die Mbglichkeit gegeben, in vorher ganz bestimmt 
strukturierten und hierauf gefarbten Kernen (1) die Lokalisation 
des Farbstoffes festzustellen und (2) in gefarbten Kernen mit voi*- 
handenem Retikulum die Kernkolloide zu entmischen versuchen, wobei 
das etwaige Mifilingen der Entmischung in solchen Kernen mit einer 
gehbrigen Vorsicht als Beweis dafiir gelten kann, da6 die unter (A) 
beschriebenen Entmischungskbrner zu grofiem Teil aus chroma- 
tischer Substanz bestehen. 

Die priktische Durchfiihrung dieser Mbglichkeiten ist leider 
schwieriger und nicht so eindeutig wie man im Vorhinein anzunehmen 
geneigt ware. Denn die Applikation der Farbstofflbsung im Gemisch 
mit niedrig konzentrierten Salzlbsungen, dazu noch auf bereits be- 
handelte Zellen, wirkt sehr giftig, aufierdem wirkt eine 0.17 mol 
Salzlbsung im Gemisch mit 0.1% Methylviolett anders als die reine 
Salzlbsung. Wir erhalten somit nur „launische“ Resultate, Resultate 
mit groOer Variationsbreite : aus gleichem Gemisch (etwa 0.17 mol 
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KCl + Methylviolett) erhalten wir nach derselben Wirkungsdauer 
einmal diffus gefarbte, das anderemal Kerae mit gefarbter korniger 
Struktur. Die Entmischung mit gleicbmolarer KSCN-Losung ist 
nicht so sicher zu erhalten wie bei der bei (II) beschriebenen Be- 
handlung. Sicher jedoch ist soviel, dafi in Kernen mit korniger 
Struktur auf keinen Pall eine zweite Entmischung stattfindet, 
wahrend sie in diffus gefarbten Kernen zu erzielen ist. Wichtig 
aber ist, da6 die kornige gefarbte Struktur der Kerne durch Plas- 
molyse zum Verschwinden gebracht werden kann. Weiter mu6 
erwahnt werden, da6 in den diflfus gefarbten Kernen aus dem Gemisch 
0.05 mol KCl + 0.1% Methylviolett (1:1) mit 0.05 mol KSCN keine 
Entmischung erzielt werden konnte, so da6 es den Anschein hat, als 
ware die Entmischung nach unserer Methode erst von einer bestimm- 
ten hoheren Konzentration ab zu erzielen. 

Obwohl, wie aus dem Berichteten ersichtlich, die gestellte Auf- 
gabe nicht klar gelost werden konnte, kdnnen wir schon jetzt mit 
einigem guten Recht annehmen, daB die Entmischungskdrner wenigs- 
tens teilweise aus jener Substanz bestehen (dem Karyotin) die bei 
Struggers Methode das Kernretikulum bildet und die von Becker 
u. Beckerowa in Anlehnung an die schon genannten Autoren als 
Chromatin bezeichnet wird. 

(C) Diese Annahme wird durch die nun zu berichtenden Ver- 
suchsergebnisse bestatigt. Bevor wir jedoch dariiber berichten 
miissen wir weiter ausholen : es ist selbstverstandlich, daft das unter 
II angegebene und bis jetzt angewandte Behandlungsrezept der 
Zwiebelepidermen auf seine Berechtigung naher untersucht wurde. 
Daher wurde die Wirkung anderer in ihrer kernfarberischen Wir- 
kung ahnlicher Farbstoffe wie Gentiana und Kristallviolett, Prune 
pure, Malachitgriin, Neutralrot auBerdem die Wirkung anderer dem 
Farbstoffe beigemischter Salze untersucht. Es waren dies : NH4NO3, 
KNO3, NaNOs, Ca(N03)2; (NH4)oS04, NaoS04 , KaS04; NH4CI, 
LiCl, NaCl. Als Entmischungssalz wurde auBerdem noch NH4SCN 
beniitzt. 

Bei Verwendung aller Chloride als Beimischungssalze zu Methyl- 
violett erhalten wir bei Einwirkung von KSCN als auch von NH4SCN 
gleich prompte und zuverlassige Ergebnisse. Auch bei Verwendung 
der Sulfate erhalten wir eine gute reversible Granulation der Kbrner, 
wenn wir die Zellen nach der Behandlung im Farbstoff-Salz Gemisch 
etwa 1 Stunde lang in reiner S04-Losung baden. Dieses Zwischen- 
bad einzuschalten ist deshalb notwendig, weil die Kerne ansonsten 
sthbchenformig strukturiert sind (Fig. 2). 

Sehr schwierig ist es, kornige Entmischung der Kernkolloide 
zu erhalten, wenn dem Methylviolett irgendein Nitrat beigemischt 
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wird. In diesem Falle mu6 nach der Farbung bei gleichzeitiger 
Plasmolyse ein mindestens 24 Stunden dauerndes Zwischenbad in 
reiner Salzlosung (-NOs oder -Cl) 
eingeschaltet werden, um bei An- 
wendung des KSCN reversible 
kornige Entmischung des diffus ge- 
farbten Kernes zu erzielen. Wir 
konnen jedoch, um solche Entmi- 
schung rascher zu erhalten, die 
plasmolysierten Zellen mit diffus 
gefarbtem Kerne in etwa 2 mol KNOi 
starker plasmolysieren. Dann wird 
bei Verwendung des KSCN ziemlich 
prompt die kornige Entmischung 
erzielt. Das zeigt, dal3 zur Erzielung 
der reversiblen Entmischung der 
Kernkolloide das gesamte System in 
ein bestimtes labiles Gleichgewichts- 
system gebracht werden mu 13, ein Gleichgewichtssystem, in das die 
Entmischungssalze leicht eingreifen, es stbren und ein neues Gleich- 
gewichtssystem bereiten konnen. Da auBerdem die starkere Plasmo- 
lyse in der 2 mol Lbsung der Bereiter einer solchen notwendigen 
Labilitat ist, liefi sich aus der Ordnung in der HoPPMEiSTERschen 
Reihe erwarten, dafi das NH4SCN, in seiner Wirkung starker als das 
KSCN, die Entmischung der Kernkolloide, die mit NOa-Farbge- 
mischen behandelt worden, auch ohne Zwischenschaltung langer bis 
24 Stunden dauernder Wartezeiten oder starkere Plasmolyse, direkt 
hervorrufen werde. Die Erwartung wurde bestatigt; bei Verwen- 
dung des NH4SCN werden die mit Nitrat-Farbstoffgemischen be- 
handelten Kerne sofort, wie in Fig. 2 angegeben, entmischt. 

Weil die Formen der Entmischungsbildungen labil sind — ^kbrnig 
bei Verwendung des KSCN, stabchenformig bei Beniitzung des 
NH4SCN — und weil sie in ungefahr gleicher Gestaltung bei der 
STRUGGERschen Behandlungsmethode erzielt werden, konnen wir auf 
ihren Karyotinanteil rtickschlieBen. 

Zur Stiitzung dieses zweiten Wahrscheinlichkeitsbeweises iiber 
die Verwandschaft der Entmischungskbrner mit dem Karyotin kann 
ich noch zwei direkte Beobachtungen anfiihren: 

(a) Zellkerne der AMmm-Epidermiszellen warden mit 0.1% 
Eosin (5cc) -h 0.75% Essigsaure (5 Tropfen) gefarbt und dann in 
0.1% Methylenblau -l-■NaoS04 (in Spuren) iibertragen. Nach einiger 
Zeit zeigt der vorhin homogene, diffus gefarbte Kern ein farbloses 
Kernretikulum (Karyotin) mit gefarbter Karyolymphe. Diese Zellen 
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Fig. 2. Stabchenformige Entmischung 
(ies vorher vital diffusgefarbten Zell- 
kernes. Die Stabchen sind gefarbt, 
die Zwischensubstanz ist farblos. 
Die Bedingungen unter welchen die 
Form a und unter welchen die Form 
b erhalten werden kann, kann vor- 
laufig nicht angegeben werden. 
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KCl 4- Methylviolett) erhalten wir nach derselben Wirkungsdauer 
einmal diffus gefarbte, das anderemal Kerne mit gefarbter korniger 
Struktur. Die Entmischung mit gleichmolarer KSCN-Losung ist 
nicht so sicher zu erhalten wie bei der bei (11) beschriebenen Be- 
handlung. Sicher jedoch ist soviel, da6 in Kernen mit korniger 
Struktur auf keinen Fall eine zweite Entmischung stattfindet, 
wahrend sie in diffus gefarbten Kernen zu erzielen ist. Wichtig 
aber ist, daB die kdrnige gefarbte Struktur der Kerne durch Plas- 
molyse zum Verschwinden gebracht werden kann. Weiter mufi 
erwahnt werden, dafi in den diffus gefarbten Kernen aus dem Gemisch 
0.05 mol KCl + 0.1% Methylviolett (1:1) mit 0.05 mol KSCN keine 
Entmischung erzielt werden konnte, so daB es den Anschein hat, als 
ware die Entmischung nach unserer Methode erst von einer bestimm- 
ten hoheren Konzentration ab zu erzielen. 

Obwohl, wie aus dem Berichteten ersichtlich, die gestellte Auf- 
gabe nicht klar gelost werden konnte, kbnnen wir schon jetzt mit 
einigem guten Recht annehmen, dafi die Entmischungskorner wenigs- 
tens teilweise aus jener Substanz bestehen (dem Karyotin) die bei 
Stkuggers Methode das Kernretikulum bildet und die von Becker 
u. Beckerowa in Anlehnung an die schon genannten Autoren als 
Chromatin bezeichnet wird. 

(C) Diese Annahme wird durch die nun zu berichtenden Ver- 
suchsergebnisse bestatigt. Bevor wir jedoch daruber berichten 
miissen wir weiter ausholen: es ist selbstverstandlich, dafi das unter 
II angegebene und bis jetzt angewandte Behandlungsrezept der 
Zwiebelepidermen auf seine Berechtigung naher untersucht wurde. 
Daher wurde die Wirkung anderer in ihrer kernfarberischen Wir- 
kung ahnlicher Farbstoffe wie Gentiana und Kristallviolett, Prune 
pure, Malachitgriin, Neutralrot aufierdem die Wirkung anderer dem 
Farbstoffe beigemischter Salze untersucht. Es waren dies: NH^NOs, 
KNOa, NaNOs, Ca(N03)2; (NH4)2S04, Na2S04 , K0SO4; NH4Ci, 
LiCl, NaCl. Als Entmischungssalz wurde aufierdem noch NH4SCN 
beniitzt. 

Bei Verwendung aller Chloride als Beimischungssalze zu Methyl- 
violett erhalten wir bei Einwirkung von KSCN als auch von NH4SCN 
gleich prompte und zuverlassige Ergebnisse. Auch bei Verwendung 
der Sulfate erhalten wir eine gute reversible Granulation der Korner, 
wenn wir die Zellen nach der Behandlung im Farbstoff-Salz Gemisch 
etwa 1 Stunde lang in reiner S04-L6sung baden. Dieses Zwischen- 
bad einzuschalten ist deshalb notwendig, weil die Kerne ansonsten 
stabehenformig strukturiert sind (Fig. 2). 

Sehr schwierig ist es, kbrnige Entmischung der Kernkolloide 
zu erhalten, wenn dem Methylviolett irgendein Nitrat beigemischt 
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Fig. 2. Stabchenformige Entmischung 
des vorher vital diffusgefarbten Zell- 
kernes. Die Stabchen sind gefarbt, 
die Zwischensubstanz ist farblos. 
Die Bedingungen unter welchen die 
Form a und unter welchen die Form 
b erhalten werden kann, kann vor- 
laufig nicht angegeben werden. 


wird. In diesem Falle mu6 nach der Farbung bei gleichzeitiger 
Plasmolyse ein mindestens 24 Stunden dauerndes Zwischenbad in 
reiner Salzlosung (-NOs oder -Cl) 
eingeschaltet werden, um bei An- 
wendung des KSCN reversible 
kornige Entmischung des diffus ge- 
farbten Kernes zu erzielen. Wir 
konnen jedoch, um solche Entmi- 
schung rascher zu erhalten, die 
plasmolysierten Zellen mit diffus 
gefarbtem Kerne in etwa 2 mol KNOa 
starker plasmolysieren. Dann wird 
bei Verwendung des KSCN ziemlich 
prompt die kornige Entmischung 
erzielt. Das zeigt, dafi zur Erzielung 
der reversiblen Entmischung der 
Kernkolloide das gesamte System in 
ein bestimtes labiles Gleichgewichts- 
system gebracht werden mufi, ein Gleichgewichtssystem, in das die 
Entmischungssalze leicht eingreifen, es stbren und ein neues Gleich- 
gewichtssystem bereiten konnen. Da aufierdem die starkere Plasmo- 
lyse in der 2 mol Ldsung der Bereiter einer solchen notwendigen 
Labilitat ist, liefi sich aus der Ordnung in der HoFFMEiSTERschen 
Reihe erwarten, daB das NH4SCN, in seiner Wirkung starker als das 
KSCN, die Entmischung der Kernkolloide, die mit NOa-Farbge- 
mischen behandelt worden, auch ohne Zwischenschaltung langer bis 
24 Stunden dauernder Wartezeiten oder starkere Plasmolyse, direkt 
hervorrufen werde. Die Erwartung wurde bestatigt: bei Verwen- 
dung des NH4SCN werden die mit Nitrat-Farbstoffgemischen be- 
handelten Kerne sofort, wie in Fig. 2 angegeben, entmischt. 

Weil die Formen der Entmischungsbildungen labil sind — kornig 
bei Verwendung des KSCN, stabchenformig bei Beniitzung des 
NH4SCN — und weil sie in ungefahr gleicher Gestaltung bei der 
STBUGGERschen Behandlungsmethode erzielt werden, konnen wir auf 
ihren Karyotinanteil riickschlieBen. 

Zur Stiitzung dieses zweiten Wahrscheinlichkeitsbeweises fiber 
die Verwandschaft der Entmischungskorner mit dem Karyotin kann 
ich noch zwei direkte Beobachtungen anffihren: 

(a) Zellkerne der Allmm-Epidermiszellen wurden mit 0.1% 
Eosin (5cc) -f 0.75% Essigsaure (5 Tropfen) gefarbt und dann in 
0.1% Methylenblau + Na2S04 (in Spuren) fibertragen. Nach einiger 
Zeit zeigt der vorhin homogene, diffus gefarbte Kern ein farbloses 
Kernretikulum (Karyotin) mit gefarbter Karyolymphe. Diese Zellen 
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iibertragen wir in 1 mol KCl. Nach einiger Zeit verfeinert sich 
das Retikulum, die Nukleolen treten stark hervor. Schliefilich zer- 
fallt das Retikulum zu Kornern, diese verschwinden und der Kern 
wird homogen. Bei eingeschalteter Deplasmolyse erscheint das 
Kernretikulum wieder.-[Konnte nicht wiederholt werden da in ande- 
ren Fallen das Kernretikulum bei Plasmolyse nicht zu Kornern zer- 
fallt sondern sich vergrobert, wobei der Kern ganzlich gelifiziert, 
bei gleichzeitigem Anstieg des Brechungsindex.] 

(b) Kerne der AZZmm-Epidermiszellen warden in Prune pure 
0.1% +2 mol KCl gefarbt (diffus). Nach Auswaschen in reiner 
2 mol KCl-Losung werden in das Gemisch 0.1% Methylenbau + 2 mol 
KCl (1:1) iibertragen. Nach 24 Stunden ist der Kern entfarbt. 
Die Zellen werden in 2 mol KCl (3ccm)+0.75% Essigsaure (3 
Tropfen) iibertragen. Die Kernkolloide werden stabchenformig 
entmischt, die Stabchen zerf alien nach einiger Zeit zu Kornern. 

(D) Genauso wie sich nicht alle Salze gleichmafiig gut zur 
durchzufiihrenden reversiblen Entmischung des in gleichzeitig plas- 
molysierten Zellen vitalgefarbten Kernes eignen, eignen sich auch 
nicht alle Farbstoffe dazu. Besonders bemerkenswert ist das Ver- 
halten der 3 sehr verwandten Farbstoffe Kristallviolett, Gentiana- 
violett und Methylviolett zusammen mit 1 mol KCl als plasmolysieren- 
des Beimischungssalz. Mit Kristallviolett gefarbte Kerne konnen 
nur mit NHiSCN entmischt werden, wobei nur ganz wenige Korner 
entstehen; KSCN ist ganz wirkungslos. Gentianaviolett-Kerno 
konnen sowohl mit NH 4 SCN als auch mit KSCN entmischt werden, 
dabei sehr leicht mit NH 4 SCN, wahrend KSCN eine nur geringe 
Menge von Entmischungskornern gibt. Methylviolett-Kerne entmi- 
schen sich gleich gut mit beiden Entmischungssalzen. Eine fun- 
dierte Erklarung fiir das verschiedene Verhalten dieser 3 Farbstoffe 
kann zur Zeit nicht gegeben werden. Prune pure mit KCl vermischt 
eignet sich zu unseren Entmischungsversuchen iiberhaupt nicht. 

Aus der Arbeit Struggebs (1933) geht hervor, dafi ( 1 ) die 
sauren Farbstoffe die Karyolymphe, die basischen das Karyotin farben 
und ( 2 ) daS die sauren Farbstoffe im sauren Gebiet (I E P = 3,83- 
4,04 hzw. 4,40-4,49) aus der Karyolymphe in das Karyotin wandern. 
In unserem Falle, da durch die Plasmolyse der basische Farbstoff 
nicht im Karyotin sondern in der Karyolymphe gespeichert wird, 
war es jedenfalls interessant zu prufen, ob die Entmischung durch 
Anderung der elektrischen Ladung beeinflufit wird. Dazu habe ich 
mich zweier Methoden bedient (a) der Ansauerung des Mediums 
durch 0 . 6 % Essigsaure, (b) durch Ausniitzung der elektrischen Grup- 
penregel, des sogenannten Kalium-Natriumkontrastes (Keller) . 
Bekanntlich gehoren zur Kaliumgruppe, d.i. zu jenen Salzen die aus 
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der Froschhaut auswandern, die also biologisch negativ sind (in 
Auswahl) : 

Basenfarbstoffe sehr stark verdiinnt > NH4 — Salze > Kalisalze 
> Magnesiumsalze in starker Verdiinnung, Sulfate und Phosphate. 

Zur Natriumgruppe, d.i. zu jenen Salzen, die in der Froschhaut 
von aufien nach innen wandern d.h. biologisch positiv sind, gehoren : 
Wasser, Saurefarbstoffe besonders in angesauerter Losung, Lithium- 
salze > Natronsalze > Rhodanide > Chloride > Bronaide. 

Da die Entmischung nach unserer Methode besonders gut gelingt, 
wenn wir Chloride als Beimischung zum Methylviolett verwenden, 
und da sie durch Rhodanide, ebenso durch Bromide erzielt werden 
kann, schien es, als sollte der Natrium-Kaliumkontrast bei der Her- 
vorrufung der beschriebenen Erscheinungen eine besondere Rolle 
spielen, wenn man annimt, dafi gleichsinnige Wirkung der einzelnen 
Behandlungskomponenten giinstig ist zur Erzielung des angestrebten 
Resultates. Allerdings steigen schon bei blofier Betrachtung des 
schon beschriebenen Versuchsergebnisses verschiedene Bedenken auf : 
denn (1) wirken nicht nur Chloride, die in die Natriumgruppe 
gehoren, entmischungsfordernd, ebenso wirken auch die in die 
Kaliumgruppe gehorigen Sulfate; (2) es widerspricht auch der 
theoretischen Erwartung, da6 das NH4SCN starker wirkt als das 
KSCN obwohl jenes der Ordnung in der Gruppe nach negativer ist 
als dieses. Doch kbnnte diese Mifistimmung auch so erklart werden, 
daU die Form der Entmischungsbildungen von der sonst gewohnten, 
kdrnigen abweicht ; bekanntlich kommt es in beiden eben angefiihrten 
Fallen wenigstens voriibergehend zu Stabchenbildung. 

Wir konnen uns von der Giltigkeit des Kalium-Natriumkon- 
trastes auf verschiedene Weise iiberzeugen. Ich habe dazu zwei 
Moglichkeiten herausgegriffen : (1) bei Behandlung der Zellen mit 
KNO3- u. NaNOa-Methylviolettgemischen konnte bei Anwendung 
des Entmischungssalzes erwartet werden, da6 in den NaNOg-Kernen 
die Entmischung friiher eintritt als in den KNOs-Kernen. Die Beo- 
bachtung lehrt, da6 diese Erwartung nicht eintritt. (2) Narkose 
senkt die Potentialditferenzen (Keller 1936). Daher diirfte Zugabe 
von Narkoticis zum Entmischungssalz die Entmischung verzdgern. 
Zugabe von 2% Ather zu KSCN zeigt im Eintritt der Entmischung 
keine zeitliche Ditferenz gegeniiber der Wirkung reinen KSCN. 

Wir kommen zum SchluB, dafi am Zustandekommen der Entmi- 
schung im mit Methylviolett diifus gefarbten Kerne der plasmoly- 
sierten Zelle die elektrostatischen Ladungen keinen primaren Anteil 
besitzen diirften. Dafiir zeugt auch der Umstand, dafi auch durch 
das KSCN keine Anderung des Resultates festzustellen war. 

Eigentlich tiberrascht diese Tatsache nicht sonderlich, wenn wir 
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z.B. an den Mechanismus der Vitalfarbung des Kernes zuriickdenken. 
Da ist es, mindestens bei Farbung mit Eosin, so (Bank) dafi der 
bis dahin unsichtbare Zellkern sich zuerst optisch differenziert, bevor 
er den Farbstoff zu speichern beginnt (siehe aucb Kamnew 1934 fiir 
Neutralrot). Es verandert sich also zuerst das Gleichgewicht der 
Zelle, damit vielleicbt zusammen die einzelnen elektrostatischen 
Ladungen, worauf erst der Farbstoff gespeichert wird. Ich erachte 
es daher nicht fiir ganz genau, den Zellkern allgemein als anodisch 
zu bezeichnen, sondern ich mochte vielmehr einengen, dafi der optisch 
differenzierte Zellkern anodisch ist. tlber seine elektrischen Eigen- 
schaften im optisch nicht diffferenzierten Zustand konnen wir vor- 
liiufig schwerlich etwas Positives aussagen. 

In Erwagung aller berichteten Tatsachen konnen wir die vor- 
laufi-g wohl am wenigsten gewaltsame Schlu folgerung ziehen, dafi 
die kornige Entmischung der Kernkolloide nicht nur physikalisch 
sondern mindestens zu groBen Teile chemisch bedingt ist. Der 
genaue Mechanismus der zur Entmischung fiihrt bleibt unbekannt. 

Zusatnmenfassung 

1. Die Kernkolloide der Epidermiszellen von Allium cepa, im 
Gemisch 1 mol KCl + 0.1% Methylviolett (1:1) vital diffus gefarbt, 
konnen durch KSCN kbrnig und reversibel entmischt werden 
(Fig. 1). 

2. Die Korner konnen einigemal (bis zu 3 mal) erzeugt und 
wieder zum Verschwinden gebracht werden. 

3. Als Beimischungssalz zum Methylviolett eignen sich auch 
andere Chloride: NaCl, LiCl, NH4CI; schwieriger findet die Entmi- 
schung statt, bei Verwendung von Sulfaten (Na3S04, /NH4/2 SO4), 
und sehr schwer gestaltet sich die Entmischung, wenn Nitrate (KNO3, 
NaNOa, NH4N0a, Ca /NOg/o) dem Farbstoff beigemischt werden. 

4. Die Entmischung nach der Nitratbehandlung kann leich- 
ter gemacht werden (a) durch vorhergehende verstarkte Plasmolyse 
(2 mol Lbsungen) der Zellen oder (b) durch Verwendung von NH4. 
SCN als Entmischungssalz. In diesem Falle kommt es jedoch nicht 
zu korniger sondern zu stabchenformiger Entmischung (Fig. 2) . 

5. Auch eignen sich nicht alle Farbstoffe zur Hervorrufung 
der kornigen Entmischung. Prune pure ist ganzlich untauglich. 
Kristallviolett gibt mit KCl als Beimischung schwache kornige, rever- 
sible Entmichung nur bei Anwendung von NH4SCN als Entmisehungs- 
salz, mit KSCN gibt es keine Entmischung; Gentianaviolett mit KCl 
gibt mit KSCN schwache, mit NH4SCN gute Entmischung, Methyl- 
violett gibt sowohl mit KSCN als auch mit NH4SCN gute Entmi- 
schung. 
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6. Beim Zustandekommen der Entmischung gilt der Kalium- 
Natriumkontrast nicht. Es wird die Annahme ausgesprochen, dafi 
chemische Affinitaten neben den physikalischen Eigenschaften eine 
sehr beachtenswerte Rolle spielen diirften. 

7. Es wird der Beweis dafiir zu fiihren gesucht, dafi bei 
vitaler Diffusfarbung des Kernes mit basischen Farbstoffen — bei 
gleichzeitiger Plasmolyse — diese Farbungsart nicht durch Anderung 
des Chromatinanteiles des Kernes, sondern durch Veranderung des 
phasischen Gleichgewichtes im Kerne bedingt wird. 
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A Gyaandromorph in Drosophila Produced by Double Fertilization 

By 

Richard Goldschmidt 

University of California, Berkeley, California 

It is well known that the majority of gynandromorphs in Droso- 
phila are derived from XX-eggs from which at some stage one 
X has been eliminated. But there are a few cases on record in 
which the distribution of marking genes to the male and female parts 
of the body lead to the assumption that gynandromorphism has been 
produced by double fertilization of a binucleated egg by two sperms. 
These cases have been completely reviewed by L. V. Morgan and 
C. Stern. As a matter of fact, such cases cannot be regarded as 
doubtful occurrences any more, since Goldschmidt and Katsuki proved 
the occurrence of hereditary gynandromorphism in the silkworm 
(also one case in Lymmtria) on the basis of double fertilization 
of the female pronucleus and one of the reduction nuclei, the so- 
called Richtungskern. In Drosophila, however, this type seems to 
be rather rare, which justifies the description of a new case. It 
closely resembles two cases described by L. V. Morgan (p. 229), 
but is superior to them in one feature of the analysis. 

This gynandromorph appeared in a backcross of a female with 
attached X-chromosomes both carrying yellow and autosomes marked 
by the genes bw (brown 11), e* (sooty III) and ey (eyeless IV) . The 
father of the backcross was a hybrid between a female of the same 
constitution and a male carrying the gene r (rudimentary) within 
the X-chromosome. The gynandromorph is almost completely bila- 
teral ; left male, sooty and rudimentary ; right female, yellow, normal 
wings. The lines of demarcation between male and female parts 
are very sharp in the anterior part of the body. In the thorax and 
scutellum the black-yellow border line coincides exactly with the 
median. But the color of the tip of the abdomen is male, the genital 
armature mixed. 

There can be no doubt that the female half contains the XX 
from the mother. But as none of the autosomal recessive genes 
are visible, the sperm responsible for the female parts must have 
contained the normal allelomorphs of these genes and in addition 
the Y-chromosome. There can further be no doubt that the male 
parts contained the paternal X-chromosome with the rudimentary 
gene. As the male half was sooty it must have received from both 
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parents the gene e®, i.e., 9 nucleus Y bw e*^ ey X cf nucleus + e^ 
Therefoie this part of the body as well as the other must be the 
product of fertilization, but with a different type of sperm. This 
proves that two sperm cells have fertilized two egg nuclei and 
furthe^that t^se two nuclei were the product of a reduction divi- 
sion: XXY-^XX + Y. (There would be the alternative of haploid 
development of one sperm nucleus; thus far nothing points to the 
possibility of such an event.) This was, then, the origin of the 
gynandromorph : 

Egg N. I. Y bw e® ey x sperm X^ + e® -f- 
Egg N. II. XX bw e® ey x sperm Y + + + . 
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Karyotype Alteration and Phylogeny, I. Analysis of karyotypes 
in Aloinae with special reference to the SAT-chromosome^^ 

Dyuhei Sato 

Tokyo Imperial University 

Introduction 

The karyotypes of Aloinae have been reported by many in- 
vestigators (cf. Taylor 1924, 1925; Ferguson 1926; Johansen 1929; 
Fernandes 1931; Heitz 1931 a, b, 1936b; Tuan 1931; Geitler 1934, 
1935; Marshak 1934; Matsuura and Suto 1935; Resende 1936). The 
plants of this group are generally diploid having a basic number of 
four long and three short chromosomes, while only rarely are there 
found tetraploids (cf. Ferguson 1926), and hexaploids which will be 
dealt with in the present paper. 

Taylor (1925) showed in his work on the karyotypes of three 
genera of Aloinae, Aloe, Gasteria and Haivorthia that in the former 
two genera a pair of long chromosomes was found which have 
satellites at their distal end, while in the last genus no satellited 
chromosomes were detected; that the satellited chromosome of 
Gasteria has a subterminal constriction, while the constriction of 
Aloe was situated more distally than that in Gasteria, Heitz (1931a, 
1935b) indicated in the case of Aloe arborescens and A. ferox that 
each of them has not merely two but four satellites and four nucleoli 
corresponding. Tuan (1931) and Geitler (1934, 1935) found only 
one satellite in the haplophase of the plants of this group. Based 
on his observation of one satellite and two nucleoli in Aloe hitmilis 
var. equinata, Gasteria cheilophylla, G. angitstifolia, G, depressa, G. 
'proUfera' and Apicra sp. Geitler declared himself opposed to Heitz’s 
view that the number of satellited chromosomes corresponds to that 
of the nucleoli. Recently, Resende (1936) supported Heitz’s 
hypothesis of SAT-chromosomes from his observation in 102 Aloinae 
species of which each has four satellites and four nucleoli correspond- 
ing except three species which have two satellites and two nucleoli 
corresponding respectively. 

The present study was undertaken in order to analyse and com- 
pare the karyotypes in Aloinae from the stand point of karyotype 
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alteration and simultaneously to reexamine Heitz’s hypothesis of 
SAT-chromosomes. The results of the present study showed that 
the karyotypes in Aloinae are not so definitely distinct according to 
genera as Taylor (1925) emphasized and are not always so regular 
in having four satellites and nucleoli as Resende (1936) preliminarily 
reported. The polyploidy, mixoploidy, elimination, translocation and 
size difference of chromosomes have been found in three genera and 
fifty-one species and hybrids of Aloinae which were cytologically in- 
vestigated. The karyotypes of these plants suggest that many of 
them may have a hybrid origin. 

Materials and Methods 

The materials used were all obtained from pot plants most of 
which were raised from seeds imported by the Koisikawa Botanic 
Garden of Tokyo Imperial University. For the species name the 
label of the imported seed bag was adopted in most cases. The 
root-tips were fixed with Karpeehenko’s solution and the sections 
were cut from fifteen to twenty micra in thickness. The prepara- 
tions were stained after Newton’s gentian violet method. The 
magnification of all of the figures is about 1600 diameters. 

Observations 

In surveying the literature we find that most of those engaged 
in observing the number of satellites met with difficulty in detecting 
satellites in Aloinae, for some satellites have but a small amount of 
chromatin materials and the strands of the others are too short, these 
strands connecting them to their mother chromosomes. In the present 
case, an attempt was made at first to determine the number of nucleoli 
in the telophase and then the satellites were traced with the ex- 
pectation of the corresponding number to be found, in order to 
examine the validity of Heitz’s hypothesis of SAT-chromosomes. 
When a small nucleolus was observed, the satellite was expected to 
be small or more properly speaking to have a short connecting 
strand. Accordingly, attention was concentrated on the distal ends 
of long chromosomes and on the proximal ends of short chromosomes, 
not only in the metaphase but also in the anaphase and further in 
the prophase. The observation in the anaphase has been generally 
believed to be the most favourable for the detection of satellites, 
but the short connecting strand of the satellite was observed more 
distinctly in the prophase than in the other stages. 

To analyse the karyotypes in Aloinae, the following abbrevia- 
tion was adopted for the sake of convenience. 
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Li . Long chromosome with the longest proximal arm generally- 
having satellites at the distal arm except in some 
species of Aloe, 

L2 and L3 . Long chromosomes with longer proximal arms than 
the L4 chromosome. Those in Aloe rarely have 
satellites. 

L4 . Long chromosome with the shortest proximal arm generally 
having satellites at the distal arm. 

Si , So and S3 . Small chromosomes with subterminal constric- 
tions. In Aloe the S3 chromosome rarely has a satellite 
at the proximal arm. 


1. Karyotypes of Aloe 

The karyotypes were analysed in the following fifteen plants, 
namely: A, aristatay A, bortiana (Fig. 3), A. brevifoUa (Fig. 1), 
A. capitata var. typica (Fig. 7), A. ferox, A. gracilis var. minima 
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(Fig. 9), A. humiUs (Fig. 2), A. latifolia (Fig. 8), A. macroearpa 

(Fig- 11), A. schumperi 
(Fig. 4) and A. variegata 
(Figs. 13, 40) . These species are all diploids and have similar karyo- 
types (2n = 14 = 8L + 6S) (cf. Table !). Taylor (1925) reported 
that the longest chromosome (the L4 chromosome) with an extremely 
subterminal constriction had a satellite at the distal end in Aloe 
arborescens and A. saponaria. Heitz (1931a, 1935b) described two 
pairs of SAT-chromosomes (the U and perhaps L4 chromosomes) in 
A. arboreseem and A. ferox. Taylor’s observation of two SAT- 
chromosomes is in accord merely with observations in the ease of A. 
brevifolia, A. humilis and A. macrocarpa. Heitz’s evidence of four 
long chromosomes with satellites has been confirmed in A. capitata 
var. typica, A. speciosa and A. variegata. More exactly speaking, 
the SAT-chromosomes of A. capitata var. typica are two L3 and two 
L4 chromosomes and those of A. speciosa are two La and two L4 chro- 
mosomes and those of A. variegata are two Lj and two L4 chromo- 
somes. In addition to these various karyotypes, A. saponaria and A. 
schumperi have four SAT-chromosomes i.e., two L4 and two S3 chro- 
mosomes with satellites and A. bortiana, A. latifolia and A. stricta 
have three SAT-chromosomes i.e., two L4 and S3 chromosomes. A 
gracilis var. minima has three SAT-chromosomes i.e., two and one 
L4 chromosomes and A. paxii has four SAT-chromosomes i.e., one Li , 
two L4 and one S3 chromosomes, and A. aristata has four SAT-chro- 
mosomes i.e., one Li , one L3 and two L4 chromosomes. 

The number of satellited chromosomes is in accord with the 
corresponding number of nucleoli found in the telophase in the species 
mentioned above except in A. aristata and A. ferox. The karyotype 
of A. ferox could not be determined on account of the insufiiciency of 
the examined materials. A. aristata has five nucleoli of which one 
IS very small. Four SAT-chromosomes i.e., the Li , Lg and 2L4 chro- 
mosomes could be observed instead of five. This discrepancy may 
be attributed to the absence of favourable plates rather than to the 
invalidity of the hypothesis of SAT-chromosomes. 

Three satellited chromosomes in A. bortiana, A. latifolia and 
A. stricta may be derived either from the elimination of the satellite 
of the S3 chromosome or from the hybridization between species 
with four SAT-chromosomes and species with two ones. The karyo- 
type of A. paxii (Lj + 2L4 + S3) can be explained by the hybridiza- 
tion between two species with diiferent SAT-chromosomes { (2Li -1- 
2L4) + (2L4+2S3) ) or by the translocation of satellites (Figs. 11-13). 

A. gracilis var. minima (Fig. 9) has a peculiar karyotype i.e.. 
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Figs. 11-1.'}. Relation between SAT-chromosomes and nucleoli in the telophase of Aloe 
species. 11, A. sapowari£i2n = 14(2L4+2S3). 12, A. paaiw 2n = 14(Li-t-2L4+S3). 13, 
A. variegata 2n = 14 (2Li-h2L4). X1600. 


eight long, one medium and five short chromosomes instead of eight 
long and six short chromosomes as in other Aloe species. The medium 
chromosome may be derived from the long chromosome (L4?) by 
fragmentation. The karyotype suggests the translocation of the 
distal end of the long chromosome to the short chromosome (Sa-Ld) 
in favourable preparations. But this inference can not be verified 
merely by the karyotype analysis without observation being made 
on the chromosome pairing in meiosis. Occurrence of three SAT- 
chromosomes in this species suggests the elimination of the satellite 
of the L4 chromosome in the course of a chromosome alteration such 
as translocation. 

Table 1. Karyotype analysis in Aloe 


Plant name 

Chromosome 
number ( 2 n) 

SAT-chromosome 

Nucleoli at 
telophase 

A. aristata 

8 L+ 6 S = 14 

(Li+L3+2L4 - 4) 

6 

A. bortiana 

8 L+ 6 S= 14 

2 L 4 +S 3 - 3 

3 

A. brevifolia 

8 L+ 6 S = 14 

2 L4-=2 

2 

A, capitata var. typica 

8L-+-6S-14 

2Ij3-f“2Li4 = 4 

4 

A,ferox 

8L-f'6S=:14 

— 

4 

A, gracilis var. minima 

8 L+M- 1 - 6 S = 14 

2Li4'L4-3 

3 

A, humilis \ 

8 L+ 6 S = 14 

2 L 4 = 2 

2 

A, latifolia ' 

8 L+ 6 S = 14 

2 L 4 4 - S 3 = 3 

3 

A. macroearpa 

8 L+ 6 S = 14 

2 L4==2 

2 

A. paxii 

8 L+ 6 S = 14 

Li + 2 L 14 H- S 3 = 4 

4 

A. saponaria 

8 L+ 6 S = 14 

2Ij4 4'2S3 = 4 

4 

A. schumperi 

8 L+ 6 S = 14 

2Ij4-4'2S3 = 4 

4 

A. speciosa 

8 L+ 6 S - 14 

2Ij:24*2L4 == 4 

4 

A* stricta 

8 L+ 6 S= 14 

2Li 4'-{” Sg = 3 

3 

A. mriegata 

8L-i-6S=14 

2Li-j-2L4 = 4 

4 
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2* Karyotypes of Gasteria 

The karyotypes were analysed in the following fifteen plants 
i.e., G. acinacifolia (Fig. 42), G. amstrangii (Fig. 18), G. 'aruhero^ 
(Fig. 20), G. braclyphylla (Fig. 17), G. brevifoUa (Fig. 14), G. 
carinata, G. cheilophylla (Figs. 15, 35—37), G. disticha var. com- 
prucata, G. maculata. (Fig. 22), G. multipunctdta (Fig. 19), G. 
nigricans (Fig. 25), G. obscura (Fig. 24), G. planifolia (Fig. 16), G. 
verrucosa var. latifoUa (Fig. 41) and G. vittata (Fig. 21) (cf. Table 
2) . The somatic chromosome number was fourteen in the root-tip 
cells of the species mentioned above except in the case of tetraploid 
(or autotetraploid) G. maculata which had twenty-eight chromosomes. 
The diploid species generally have four satellited chromosomes and 
correspondingly four nucleoli in the telophase. The longest chromo- 
some with sub terminal constriction (the Li chromosome) generally 
has a large satellite at the distal end, while one of the long chromo- 
some with extremely subterminal constriction (the L4 chromosome) 



Figs. 14-22. Various karyotypes in diploid and tetraploid Gasteria. 14, G. brevifoUa 
2n = 14 i 2 Li- 1-2L4). 15, G. cheilophylla No. 2 2n = 14 (2Li-}-L4). 16, G. planifolia 

2n = (2Li-t-2L4). 17, G.hradyphylla2n 18, G. amstrangii in ^ 

14 (L1+2L4). 19, G. muUipunctata — 20, G. ‘ am/iero 2n = 1 4 

(2L1+2L4). 21, G. vittata 2n = 14 (2L1+2L4). 22, G. maoulaia 2n = 28 (4Li+4L4)(4b). 

X1600. 
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generally has a small satellite. Taylor (1924, 1925) reported one 
pair of satellited chromosomes because he was able to detect merely 
one pair of the longest chromosomes with large satellites but over- 
looked another pair of long chromosomes with satellites. The size 
difference between the two kinds of satellite is always constant in 
each species, but varies to a considerable extent according to the 
species examined. The difference between the two kinds of satellites 
in G. muLtipunctata- and G. ‘amhero’ is small, while there is a con- 
siderable difference between them in the case of G. planifolia and G. 
acinacifolia. 

The elimination of satellites was observed in G. amstrangii and 
G. ckeilophylla No. 2. The large satellite of the longest chromosome 
(Li) was eliminated in the former, while the small satellite of the 
long chromosome (L 4 ) was eliminated in the latter (cf. Table 2 ). 
Translocation occurred in G. cheitophylla No. 1 (Figs. 35, 36) and 
a new chromosome with two satellites was formed. The distal end 
of the Li chromosome may possibly be translocated to the proximal 
end of the L 4 chromosome. 

The somatic doubling of chromosomes was observed in G. brevi- 
folia, and G. cheilopkylla No. 1 (Fig. 37) . The eight satellites could 
be observed in G. cheilophylla No. 1 (Fig. 37), but only four satellites 
could be distinguished in G. brevifolia, for the other four satellites 
were far too small to be easily detected. The two new chromosomes 
with two satellites were clearly demonstrated in G. cheilophylla No. 
1 , but this metaphase plate showed sixteen long and eleven short 
chromosomes instead of sixteen long and twelve short chromosomes 
as expected. Other metaphase plates showed also such elimination 
of one short chromosome, but normal somatic doubling of chromo- 
somes could be ascertained in more basal tissue of this root. G. 
maculata has twenty-eight chromosomes i.e., sixteen long and twelve 
short chromosomes and eight long chromosomes have satellites at 
the distal ends respectively. 

The karyotypes of Gasteria are generally similar to each other 
but the difference in the chromosome sizes can be detected by close 
attention and exact measurement. This difference may be easily 
recognized by the comparison of the karyotypes of G. multipunctata 
and G. amstrangii. 

The existence of the satellites is expected by reason of the ob- 
servation of nucleoli in the telophase in accordance with Heitz’s 
hypothesis of SAT-chromosomes. When there is a small nucleolus, 
a satellite with small chromatin material or rather a satellite with 
short connecting strands can be expected to exist. Accordingly, had 
heteromorphic nucleoli been observed, heteromorphic satellites might 
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Figs. 23-26. Karyotypes shown more clearly in the anaphase and prophase. The in- 
timate relation between SAT-chromosomes and nucleoli in the telophase is seen in 
these figures. 23, G. mulHpunctata 2n = 14 (2L1+2L4). 24, G, obscura 2n = 14 (2Li 
+2L4). 25, G, nigricans 2n = 14 (2Li-i-2L4). 26, H. *kinzy6^ 2n = 14(Li-l-2L4). xl600. 

have been expected tO' exist as shown especially in G, obscura and 
G. nigricans. Even the size of the satellites suggests that the species 
may be heterozygous and of hybrid origin. G. carinata has two large 


Table 2. Karyotype analysis in Gasteria and hybrids between Gasteria and Aloe 


Plant name 

Chromosome 
number (2n) 

SAT -chromosome 

Nucleoli at 
telophase 

G. acinacifolia 

8L-}-6S = 14 

2Iji-t“ 2L4 = 4 

4 

G. amstrangii 

G. * aruhero ' 

8LH-6S = 14 

Li4-}-2L4 = 3 

3 

8L+6S = 14 

2L4i~)-2Li4 = 4 

4 

G. braclyphylla 

8L+6S = 14 

2Lii-{-2Lj^ = 4 

4 

G. brevifolia 

8L+6S = 14 

2LiH-2L4 == 4 

4 

G. carinata 

8L+6S = 14 

— 

4 

G. cheilophylla No. 1 

/ 8L+6S = 14 
\ 16L+123 = 28 

L1-I-L4L1-I-L4 = 3 

2Li +2L4Li-j-2L4 = 6 

4 

(6)* 

No. 2 

G. disticha var. comprucata 

8L+6S = 14 

2Li-f-L4 = 3 

3 

8L+6S = 14 

2Iji-i“2Ij4 == 4 

4 

G. maculata 

16L+12S = 28 

4Li+4L4 = 8 

8 

G. multipunctata 

8L+6S = 14 

2L1+2L4 = 4 

4 

G. nigricans 

8L+6S = 14 

2Li+2L4 = 4 

4 

G obscura 

8L46S = 14 

2Li4“2L4 = 4 

4 

G. planifoUa 

8L+6S = 14 

2Li + 2L4=: 4 

4 

G. verrucosa var. latifolia 

8L+6S = 14 

2Li-}-2L4 = 4 

4 

G. vittata 

8L+6S = 14 

2Li-f-2L4 = 4 

4 

G. *gyuzetu' X Aloe variegata 

f 8LH-6S = 14 
\ 16L-H12S = 28 

Ltj'4“2Li4 == 3 
2 Lji’1-4Ij4 = 6 

3 

6 

A variegatax G. ver. var. latif. 

8L+6S = 14 

2Li“}-2Ij4 = 4 

4 


* The number in bracket indicates the maximum number observed. 


88 


D. Sato 


Cytologia, Fujii jub. vol. 


and two small nucleoli in the telophase, but both one Li and one L4 
chromosomes with satellite can be easily identified indicating hetero- 
zygous SAT-chromosomes. In the case of somatic doubling, the 
nucleoli might be expected to increase twofold in number, but this 
expectation was not realized in the case of G. brevifolia and G. 
cheilophylld. In both these cases, five or six nucleoli could easily 
be found, but the eight nucleoli expected could not be observed, be- 
cause the observation possible in such chimera tissue was insufficient 
and the number of nucleoli was too large. 

3. Karyotypes of intergeneric hybrids between 
Aloe and Gasteria 

Fi hybrids were obtained from the following crosses between 
A. variegatci and G. verrucosa var. latifoUa, between A. variegata 
and G. ‘gyuzetu' and between G. ‘gyuzetu' and A. variegata (cf. Table 
2). These hybrids generally showed matroclinous characteristics, 
but a nature intermediate between both parents was also observed. 
The difference of reciprocal hybrids is explicitly observed and may 
be attributed to the cytoplasmic influence (cf. Sato 1936 c) . 

A. variegata X G. verrucosa var. latifoUa hybrid has two pairs 
of SAT-chromosomes and the corresponding four nucleoli in the 
telophase. G. 'gyuzetu* x A. hybrid (Figs. 38, 39) has three 

SAT-chromosomes and the corresponding three nucleoli and some^ 
times six SAT-chromosomes and correspondingly six nucleoli in the 
chimera tissue in which the chromosomes increase twice in number. 

4* Karyotypes of Haworthia 

The karyotypes were analysed in the following fifteen species, 
three varieties and one interspecific hybrid, i.e., H, atteniiata, H. 
caudata (Fig. 30), H, cymbiformis (Fig. 28), H. fasciata, H. faciata 
%akutei\ H. helos (Fig. 27), H. ^kinzyot (Figs. 26, 31), H. margri- 
/era, H. margrifera var. gramta, H. mirabilis, H. radula (Fig. 29), 
H, Reimoardtii (Fig, 33), H, retusa, H, spiralis, H. subattenuata, H\ 
subrigida, H, tesselata (Fig. 34), J?. torquata (Fig. 32), H. ‘kotobuM 
and H. retusa. These plants are diploids and have fourteen chromo- 
somes except H, Reimoardtii and H, tesselata which are hexaploids 
and have forty-two chromosomes (cf. Table 3). The karyotypes of 
Haworthia are generally similar to Aloe and Gasteria, but the sizes of 
chromosomes and satellites are smaller than those of the two genera 
mentioned above. The longest chromosome with subterminal con- 
striction (the Li chromosome) generally has a large satellite as in 
Gasteria (cf. H. torquata, etc.), but the contrary condition seems to 
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Figs, 27-34. Various karyotypesin diploid and hexaploid Haworthia, especially show- 
ing SAT-chromosomes. 27, H. helos 2n = 14 (2Li-f 2L4). 28, H. cymbiformis 2n = 14 
(2L1-I-L4). 29, H. radula 2n = 14 (2Li-f 2L4). 30, H. caudata 2n = 14 (Li-h2L4). 31, 
H. ‘kinzyd’ 2n = 14 (L1-I-2L4). 32, H. torquata 2a = 14 (2Li-l-2L4). 33, H. Rein- 
wardtii 2n = 42 (6b). 34, H. iesselata 2n = 42 C6b). x 1600. 

exist in H. spiralis which may probably belong to Ajdcra. The ex- 
tremely small satellite can be seen only in a favourable preparation 
and all the satellites can not always be detected. Supposing that all 
the satellites had extremely small amounts of chromatin materials, 
the satellites would not be visible even in apparently ideal plates 
and could not be observed with certainty. Furthermore the case 
would sometimes arise in which the satellite might be situated 
beneath or above the chromosome (artefact phenomena). 

The presence of four nucleoli was ascertained in the following 
plants, H. attenuata, H. fasciata, H. fasciata ‘hakutei’, H. helos, H. 
margrifera, H. margrifera var. granata, H. fnirabilis, H. radula, H. 
retusa, H. spiralis, H. subattenuata, H. subrigida and H. torquata 
(cf. Table 3) . The satellites exist in every species mentioned above, 
but four satellites could be clearly observed in H. fasciata, H. 
fasciata ‘hakutei’, H. helos, H. margrifera, H. margrifera var. 
granata, H. mirabilis, H. radula, H. spiralis, H. subattenuata and H. 
torquata. The presence of three nucleoli and the corresponding three 
satellites was definitely established in H. caudata, H. cymbiforrnis, 
and H, ‘kinzyd’ (cf. Table 3) . H. Reinwardtii has eight nucleoli as 
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rigs, 35 39. Somatic mitosis from chimera tissi:ie cells of root-tips in Gasteria and inter- 
generic hybrid. 35-37, G. cheilophylla No. 1. 35, 36, 2n = 14. 37, Somatic donbling 

and elimination of one short chromosome are seen in the same individual. 2n = 27. In 
these figures, the translocation of SAT-chromosomes is apparently recognized. 38, 
39, G, * fiyuzetu' X A. variegata. 38, 2n == 14 (Li-{-2L4). 39, 2n = 28 (2LiH"4L4). X 1600. 

maximum number, but satellited chromosomes could not be observed 
in a corresponding number. H. tesselaia has nine nucleoli, while 
satellited chromosomes were only six in maximum number according 
to my observations. 


Table 3. Karyotype analysis in Haworthia and its interspecific hybrid 


Plant name 

Chromosome 
number (2n) 

S AT-chromosome 

Nucleoli at 
telophase 

H, attenuata 

8L+6S = 14 



4 

H, caudata 

8L46S = 14 

L11+2L4 == 3 

3 

H. cymbiformis 

8L-1-6S = 14 

2Li-{-L4 = 3 

3 

if, fasciata 

; 8L+6S = 14 

2Li4-|'2L4 ” 4 

4 

H.fasciata ^kakutei * 

8L+6S - 14 

2Li-j-2L4 = 4 

4 

H. helos 

8L+6S = 14 

2Li+2L4 = 4 

4 

'kinzyd^ 

8L+6S == 14 

Ln+SL^ == 3 

3 

if. margrifera 

8L-h6S = 14 

2L1+2L4 = 4 

4 

if. margrifeo^a var. granata 

8L+6S = 14 

2lji-j-2L4 = 4 

4 

if. mirabilis 

8L+6S = 14 

2Ijj-1-2L<4 = 4 

4 

if. radula 

8L+6S = 14 

2Li*h2Ij4 = 4 

4 

if. Reinwardiii 

24L+18S = 42 

__ — 

(8)* 

if. retusa 

8L+6S = 14 

— 

4 

if. spiralis 

8L+6S = 14 

2L1+2L4 - 4 

4 

if. subattennata 

SL-f-BS = 14 

2Li-h2L4 = 4 

4 

if, suhrigida 

8L+6S = 14 


4 

if. tesselata 

24L+18S = 42 

■ 

(9)* 

if. torquaia 

8L+6S = 14 

2 Lj-|- 2L4 = 4 

4 

if, " kotohuki ^ x if. retusa 

8L+6S = 14 

” 




^ The number xn bracket Indicates the maximum number observed. 
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Discussion 

1 . Comparison and alteration of karyotypes in Aloinae 

Taylor (1925) showed the distinction in karyotypes among 
Aloe, Gasteria and Haworthia, but according to the results of the 
present observation this is not definite and can be explained by the 
gradual alteration of karyotypes. He described the two satellited 
chromosomes (2L4) in Aloe, which observation is only confirmed in 
A. brevifoUa, A. humilis and A. macrocarpa, but not in other 
species which have various karyotypes with different combinations 
of SAT-chromosomes (2Li + 2L4 , 2Li + L4 , 2L2 + 2L4 , 2L8 + 2L4 , 
2L4 + 2S3 , 2L4 + S3 , Li + 2L4 + S3) . A similar criticism may be 
applied to Taylor’s conclusion in the case of Gasteria, and Haworthia. 
The diploid species of Gasteria have four satellites with the excep- 
tion of the peculiar cases (three satellites) of G. amstrangii and G. 
cheilophylla, while Taylor reported only two SAT-chromosomes of 
larger type (2Li). The tetraploid species, G. Truhcvlata has eight 
SAT-chromosomes which evidently indicates stableness of this karyo- 
type. In Haioorthia, Resende (1936) and the writer observed four 
satellited chrorhosomes, while Taylor was not able to observe any. 

Generally speaking, Aloe and Haworthia have four long and 
three short chromosomes in basic number. The comparison of the 
whole length of chromosomes showed that Aloe had the longest 
chromosome and Haiuorthia the shortest, though the variation of 
chromosome length in the same genera was found to exist to a con- 
siderable extent. The same relation is found in the case of short 
proximal arms of long chromosomes, i.e., those of Aloe are com- 
paratively long and those of Haioorthia are extremely short and oc- 
cationally show a satellite-like shape. At any rate, the resemblance 
of these karyotypes (including that of Apicra) makes undeniable 
the existence of some phylogenetic relations between these genera. 

The karyotype analysis in Aloinae seems to support a hypothesis 
of Delaunay’s “phylogenetische Chromosomenverkiirzung” which is 
assumed to play an important part in species formation. For 
example, the proximal arms of the long chromosomes of Aloe are 
considerably long, those of Gasteria shorter and those of Haworthia 
the shortest, sometimes indicating the appearance of a satellite. This 
alteration in the karyotype resembles that of the S chromosomes in 
Omithogallum narbonense, 0. tempskyanum and 0. obigophylhim 
(cf. Delaunay 1926). The SAT-chromosomes in Aloe have various 
combinations according to the species and have the same condition 
as in Muscari among which Jlf. longipes has a B. chromosome with 
satellite at the proximal end, M. tenuiflorum has a B. chromosome 
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with satellite at the distal end and M. monstrosum has a di chromo- 
some with satellite. Delaunay (1926) assumed in the case of Miiscari 
that the satellite was the obligatory intermediary product in the 
process of “Chromosomenverkurzung”, but these karyotypes seem 
to be explained explicitly by the translocation. The writer (1936 a, b) 
demonstrated clearly the elimination of chromosome and satellite in 
Scilld permixta. Various karyotypes in Aloe may be explained by 
the elimination and translocation of the satellite as in Scilla. In 
Aloe gracilis var. minima and Gasterid eheilophylla, the karyotypes 
indicated evidently a vestigial trace of translocation. 

In addition to the elimination and translocation, the presence of 
the heterozygous SAT-chromosomes suggests that these karyotypes 
may be produced by hybridization between the species with different 
SAT-chromosomes. The karyotypes of A. paxii (Li - 1 - 2 L 4 + S 3 ) , G. 
o&s^cwra, G. nigricans and H. radvla show the result of such hybridiza- 

2. SAT-chromosomes atid nucleoli 
Heitz (1931a,b), after a careful study of the chromosomes of 
many species of Vida and other genera, concluded that when a chro- 
mosome has a satellite, the nucleolus originates on the strand which 

\ connects the satel- 

A lite to the mother 

^0* w a chromosome. Evi- 

lly. In 

11 f|r mg to show that 

^ Ifl W/A W chromosomes with 

satellites, like sex 

M chromosomes, have 

"^*1 wr /% 1 Mi jB association with the 
W ^ nucleolus at both 

meiosis and mitosis 

^ (cf. S. Navashin, 

/ A \ 1927, Heitz 1931 a, 

[ _ f ® 1*’ 1935b, Gelin and 

\ m ^ • Gustafsson 1932, 

\W i V-fc •) \^/ Geitler 1932, 1934, 

y ^ \ \ 1935 , Babcock and 

yy Cameron 1934, Mc- 
40 41 42 Clintock 1934, Ma- 
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pfes 40-42. Centromeres and satellites are shown with 
SLa "4?V° in the telophase. 40, A 

2 Z k r var. lalifolw 2n = 14 (2Li+ 

2Li). i2, G.acinacifolia2xi = U(2L,+2Li). xl600 
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mosomes with a secondary constriction instead of a satellite were 
reported by various authors to be present in many plants. Matsuura 
(1935) observed the connection of chromosome with seta to nucleolus 
in the pollen grain of Allhtm Schoenoprasum var. typicum<,. The 
present observation in Aloinae supports Heitz’s hypothesis of SAT- 
chromosomes (cf. Table 1-3). 

In Gasteria and especially in Haworthia (Fig. 26), many const- 
ricted chromosomes as in Scilla (Sato 1936 a, b) with secondary 
constrictions have no connection to the nucleoli and seem to be 
essentially different from the so-called secondary constriction of 
SAT-chromosomes. 

The centromere or 'Leitkdrperchen' was clearly visible in Aloe 
(Fig. 40) and Gasteria (Figs. 41, 42) as in Podophyllum (Darling- 
ton 1936a) and Fritillaria 
(Darlington 1936b) . The 
shape of the centromere 
could not morphologically 
be distinguished from that 
of the usual satellite found 
in Aloinae, if the location of 
the chromatin material was 
taken into consideration. 

These centromeres have no 
connection to the nucleolus. 

Heitz (1931b) has shown 
that in Vieia nucleoli can 
arise from non-satellited 
chromosomes when those 
with satellites are absent. 

McClintock (1934) and 
Creighton demonstrated the formation of a nucleolus or nucleolus-like 
bodies in Zea mays where even the connecting strand of the satellite 
is absent. In these cases, the centromeres may participate in the 
formation of nucleoli, but we must wait for further evidence in other 
materials to solve this problem. 

Summary 

In forty-eight plants and three hybrids in Aloinae i.e., thirteen 
species- and two varieties of Aloe, twelve species and three varieties 
of Gasteria, two intergeneric hybrids, fifteen species, three varie- 
ties and one interspecific hybrid ot Haworthia (cf. Table 1—3), the 
karyotypes were analysed from the point of view of karyotype altera- 




Figs. 43, 44. Nucleoli appearing in the periphery 
of the telophase nucleus. 43, G. maculata, 2n= 
28 (4Li-f4ri4). Compare with the karyotype in. 
Fig. 22. 44, H. tesselata, 2n = 42. Compare 

with the karyotype in Fig. 34. x 1900. 
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tion. All these species except three were diploids (2n = 14) and 
have four long and three short chromosomes in basic number. 

G. maculata was tetraploid ( 2 n = 28) , and H. Reimvardtii and 

H. tesselata were hexaploids ( 2 n = 42) . 

Generally speaking, Aloe has the longest chromosomes and 
Haworthia the shortest ones. Gasteria and HawortMa have two 
pairs of long chromosomes with satellites ( 2 L 1 + 2 L 4 ), while Aloe 
has various combinations of SAT-chromosomes (cf. Table 1). These 
karyotypes were explicitly explained on the basis of karyotype altera- 
tion such as elimination and translocation of satellite and subsequent 
hybridization. Delaunay’s hypothesis of “phylogenetische Chromo- 
somenverkiirzung” was discussed with special reference to the karyo- 
types of Muscwri, Ornithogalum and Aloinae. 

Heitz’s hypothesis of SAT-chromosomes was supported by the 
present analysis of karyotypes in Aloinae. The correspondence of 
the number of SAT-chromosomes and nucleoli in the telophase was 
clearly demonstrated in forty-three plant forms of Aloinae (cf. 
Table 1-3). The secondary constriction and the centromere were 
referred to in relation to the nucleolus formation. 

The writer wishes to express his cordial thanks to Dr. Y. Sinoto 
for his helpful suggestions and criticisms in the course of this work. 

Division of Genetics, Botanical Institute, 
Faculty of Science, Tokyo Imp. University 
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Meiosis in Several Species of Dioecious Monocotyledoneae I. 

The possibility of sex-chromosomes 

By 

Henry Wilhelm Jensen 

The dioecious condition of many plants has provided cytologists 
with the additional task of finding morphological evidence for 
genetical calculations. One angle of this quest has been the descrip- 
tion of sex-chromosomes; until their number may be called legion. 
It seems obvious that there has been a decided effort to reduce this 
phenomenon of nature to a matter of mechanics. Such reduction 
has therefore resulted in the description of many sorts of mechanisms 
for the determination of sex. From a purely genetical point of view, 
most of the sex-determining apparatus have appeared quite satis- 
factory. On the other hand, research from a physiological point of 
view frequently indicates another type of sex-determination, dif- 
ferences in metabolism, seasonal changes, etc. In the opinion of the 
author, the cytologist may take a longer view than either the geneticist 
or physiologist is momentarily willing to give consideration. It is 
generally conceded among botanists that the dioecious condition has 
arisen from the hermaphroditic, or perfect, through the polygamous 
and monoecious forms. We are then faced with the phylogenetic 
problem of how sex-chromosomes have or could have originated in 
the sanctum sanctorum of genetical arithmetic. .The evidence found 
in genera where an array of species compass the entire line from 
perfect to dioecious should give some clue as to the degree of sexual 
responsibility with which the chromosomes may be charged. Such 
a study was made by the author, Jensen (2 & 3), with the conclu- 
sions that the sex-determining apparatus described by Kihara and 
Ono (4 & 5), Meurman (6), and others for Rumex Acetosw, R. aceto- 
sella, and other species of Rumex had little to do with the direct 
determination of sex, that the so-called tripartite sex-chromosomes 
were in reality a “pair of bivalents” whose separation from the 
spireme has been suppressed so that the two end pieces often acted 
as one chromosome, that similar apparatus are present during meiosis 
in related hermaphroditic species which manifest a hybrid origin, and 
that the abnormalities are simply hybrid irregularities and not signifi- 
cant in the determination of sex. Because the chromosomes of the 
Monocotyledoneae are often relatively large it was decided to in- 
vestigate several species of the genus Smilux and the wild yam-root. 
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Dioscorea quaternata (Walt.) Gmel. Mr. E. C. Ogden of Harvard 
University was kind enough to check the identity of the last named 
species. These genera are entirely dioecious, but their meiotic be- 
havior might present some evidence relative to the conduct of so-called 
sex-chromosomes. All the species proved favourable for a study of 
the pre-meiotic spireme. Such a study is important because the author 
has found that there is little possibility for synapsis to take place 
in the genera Rumex, Rheum, Fagopynim, and Calycanthus, Jensen 
(3). The description of sex-chromosomes must postulate the re- 
tention of the individuality of the chromosomes throughout the 
ontogeny of any individual, evidence to the contrary has its place in 
this paper. 

Material of Smilax glauca Walt., S. rotundifolia L., and Dioscorea 
qvMemata (Walt.) Gmel. was collected from the mountains and coves 
surrounding the Swannanoa Valley in the Blue Ridge Mts. of North 
Carolina during the spring of 1936. The material was preserved in 
Carnoy’s fluid, imbedded in hot nitrocellulose after the Jeffrey 
method, and stained in Heidenhain’s iron-alum haematoxylin. The 
destaining was done very slowly and carefully so as to procure the 
best possible differentiation of the spireme. Since it is conventionally 
considered that the male side of the higher plants is heterozygous, 
only microsporogenesis will be treated in this paper, a study of the 
female side will follow. Since only the most necessary drawings are 
figured in the plate, the theoretical implications will be included with 
the description and discussion of the various phenomena. 

During the diplotene stage in Dioscorea quaternata the spireme 
expands out of the synizetic contraction into a continuous, unevenly 
thickened, much twisted thread. From then on to the stage of 
diakinesis there is a gradual shortening of the spireme with an in- 
crease in thickness in localized regions. Preceding diakinesis the 
doubleness of the spireme is often obvious. Fig. 1 is a drawing of 
such a stage showing the doubleness, or two halves, of the spireme 
and its fundamental continuity. We see the “pairs” connected with 
other “pairs”. This is a very thin section of the nucleus and shows 
from 12 to 15 of the 27 haploid chromosomes, see Fig. 2 for a count. 
Six free ends are visible. Since this species has 27 haploid chromo- 
somes, and each chromosome has two ends, one should expect to 
see some 54 ends in the normal nucleus. However, when a complete 
nucleus is studied, one has diflSculty in finding more than one or 
two such unjoined ends of chromosomes. Not only do we have here 
a case of chromosome strings but apparently a fundamental condi- 
tion of one continiwus spireme in which the chromosomes originate. 
In the case of Smilax glauca, the early diplotene reveals a similar 
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condition. Fig. 12 is a typical nucleus. Though it is apparent on 
first sight that strands of the spireme wind around the inner surface 
of the nuclear membrane, it might appear as if there were a number 
of loose ends, many of them terminating in lumps of chromatin of 
varying size. However, if the nucleus is studied carefully with a 
flourite objective, the disjoined appearance of the spireme soon reveals 
itself to be continuous ; the portions being connected by strands which 
often disappear through other planes of focus. That is to say, if 
one follows the spireme around carefully, correcting the focus with 
the fine adjustment of the microscope, the first impression of distinct 
chromonemata is rapidly resolved into the fact of a continuous 
spireme. Occasionally one will find a break in the spireme, whether 
due to cutting or to action within the nucleus is not known, but at no 
time are there enough loose ends to the chromonemata to even justify 
a hope that the chromosomes possess an independence through their 
stainable history in preparation for meiosis. Of course, the reader 
understands that a drawing, such as figures 1 and 12, which portrays 
an entire nucleus on a flat surface cannot picture what one might see 
at any given adjustment of the microscope. Though no evidence for 
a double spireme was obtained for stages preceding synizesis, the 
threads of the spireme still appeared continuous. It must be reiterated 
that if the chromosomes possess an individuality from division to 
division they ought to show it. . . ., and they do not, in the above 
mentioned species or a number of other plants which it has been the 
author’s privilege to observe in the laboratories of Dr. Edward C. 
Jeffrey of Harvard University. 

The results of the previous observations negate the possibility 
of sex-chromosomes, as such, in these species because the chromosomes 
seem to arise by a lengthwise splitting of a fundamentally continuous 
spireme which later becomes segmented into the haploid number of 
chromosomes. Without a retained individuality of the chromosomes, 
generation after generation, one cannot logically describe sex-chromo- 
somes; and that individuality does not seem to exist. Thus, this type 
of structural manifestation of genetical factors does not seem to be 
justified from this cytological point of view. 

The character of the reduction division of Dioscorea quaternata 
is peculiar in that a large chromosome, often appearing to possess 
a satellite, see Fig. 2, fails to behave as the remaining 26 bodies. It 
may be seen outside the metaphase plate in many cells, usually of an 
irregular shape, see Fig. 3. During the anaphase and the telophase 
this odd chromosome often occupies a position along the cell wall, 
Fig. 4, or may split into three fragments of nearly equal size, as in 
Fig. 5. This would suggest that this large chromosome is composed 
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of three separate parts which may or may not disjoin. By counting 
it was estimated that about a third of the cells displayed this sort of 
irregularity. This proportion was also applicable to the degree of 
imperfect pollen. The excluded chromatin gradually disintergrates 
in the cytoplasm and by the initiation of the second or homeotypic 
division has disappeared entirely. Except for two minute grains 
found in one anther sac, no polycary or polyspory seems occur. If 
the above behavior has any significance it points to a possible unequal 
distribution of chromatin in the remaining two-thirds of the P.M.C.s, 
those which behave normally, in that the large chromosome might 
distribute one of its parts to one daughter nucleus and two to the 
other . . . . , something on the Rumex Acetosa plan. It was impossible 
to make accurate counts on the second division because the chromo- 
somes become mitotic in appearance and were clumped together in 
both meta- and anaphase. Regardless of whether one could make 
out a mechanism for sex-determination in this species, which would 
not require too much imagination, the fact that a third of the P.M.C.s 
stand outside the pale of convenient behavior casts a suspicion in their 
direction. This meiotic irregularity is more significant if taken as 
indicative of a hybrid ancestry for the species (cf. summary of 
Jensen (2) ) in that similar meiotic irregularities and sterility are 
typical of known hybrids. The author is not aware of any approved 
standard of performance required of sex-chromosomes, but it does 
seem that in the case of Dioscorea quatemata, the margin of mis- 
conduct is too large. 

Diakinesis, Fig. 6, and a polar view of the metaphase plate. 
Fig. 7, of the heterotypic division reveal a haploid count of sixteen 
for Smilax rotundifoUa. The reduction division proceeds with regu- 
larity . . . . , all the chromosomes divide and two daughter nuclei are 
formed, and no chromatin is left on the spindle. In preparation for 
the homeotypic division cytokinesis takes place so that each mitotic 
figure lies within its own block of cytoplasm. Contrary to the 
meiotic behavior of most higher plants, the irregularities in S. 
rotundifoUa occur in the second division. Nothing phenomenal hap- 
pens during the metaphase, but upon the initiation of the anaphase 
one chromosome fails to divide immediately and to have its parts 
included in the daughter groups and subsequently remains around 
the central plate, such as in Fig. 8. However, it was noticed that 
the sister cell originating from' the same P.M.C. did not reveal this 
peculiar type of chromosomal lagging. That such a conduct is 
generally true may be seen in Fig. 10 wherein are two sets of 
daughter cells. The related cells are horizontally side by side. It 
should be noticed that one cell contains no excliided chromatin while 
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Figs. 1-15* 1-5. Dioacorea quaternata. 6-11. Smilax rotundifolia. 12-15. Smilax 
glauca, 1. Diplotene, pre-meiotic spireme. 2. Polar view of heterotypic metaphase. 
3. Section of metaphase from side. 4. Odd chromosome during heterotypic ana- 
phase. 5, Heterotypic anaphase. 6. Diakinesis. 7. Polar view of first metaphase. 
8, Heterotypic anaphase. 9. Abnormal second division. 10. Normal tetrads. 11. 
Young microspores with excluded chromatin. 12. Early diplotene. 13. Diakinesis. 
14. Normal tetrad. 15, Different position of the same chromosome. 
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the sister cell shows the disjoined halves of one chromosome. This 
sort of behavior occurs in roughly two thirds of the anthersacs studied. 
In the remaining third there was no evidence of any irregularity. 
This sort of meiotic behavior presumably results in an unequal dis- 
tribution of the chromosomes, two of the tetrad having one chromo- 
some less than the sister pair. Fig. 11 is a drawing of two micro- 
spores just after being freed from the old P.M.C. wall and demon- 
strate typical cases of the excluded chromatin lying within the spore 
belonging to another nucleus. Micronuclei and resultingly minute 
spores are not formed in this species. The mechanism just described., 
might be given some sex-determining significance were it not for 
the difficulty encountered by the gradual reduction in the number of 
chromosomes which would ensue were such grains used in the pro- 
duction of successful sperm nuclei. One chromosome would be lost 
in each generation, unless it was replaced by duplication. However, 
besides the inconvenience of such chromosomal diminution, from a 
genetical point of view, another fact militates against any sex-deter- 
mining value for the previously described apparatus. Occasionally 
one may observe a miscarriage of the usual meiotic process similar 
to that shown in Fig. 9. Not only has the usual cytokinesis failed, 
but a number of chromosomes lie free in the cytoplasm. There is 
also a diversity in the size of the four nuclei. It is interesting to 
notice that one pair of nuclei are normal in size while the other pair 
resulting from the second division is the one to suffer the irregulari- 
ties. This would suggest that some “destructive factor” was 
segregated during the first division, and bears out the previous obser- 
vation that there is a difference in the behavior of the two nuclei 
resulting from the first division. The significance of these cases of 
partial collapse of the homeotypic division is certainly reminiscent 
of the meiotic behavior of most hybrids and consequently detracts 
from any possible affiliation such a mechanism might have with sex- 
determination. In most of the anthersacs close to half of the pollen 
was in some stage of degeneracy or lagging development ...., pre- 
sumably the microspores possessing the smaller number of chromo- 
somes. To summarize the situation in the microsporogenesis of 
Smilax rotundifoUa we must admit the presence of a very definite 
inequality in the chromosome complement of the nuclei due to the 
failure of one chromosome to be included in a half of the daughter 
nuclei of the second division. The large amount of imperfect pollen, 
the lagging chromosomes, and the occasional collapse of the second 
division suggest a record of previous hybridization for the species. 
The point that the author wishes to make is simply that a numerical 
difference in the chromosome complement of two daughter nuclei in 
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a dioecious species is not sufficient grounds on which to assume the 
existence of sex-chromosomes. The reasons for the previous state- 
ment are these a tripartite chromosome which will distribute 

one part to one nucleus and two parts to another is being considered 
as structural evidence of a sex-determining mechanism, because such 
a presumption does not collide with the cyto-genetical dogma that 
chromosomes possess an individuality which is never lost, to say 
nothing of specificity. However, should an unequal distribution of 
the chromosomes occur by the discarding of a chromosome into the 
cytoplasm, such a diminution, because it assails the above mentioned 
dogma, can not be considered significant, despite the fact that Tahara 
and Shimotomai (8) and Bremer (1) have demonstrated that a 
hybrid may duplicate an entire or a portion of a parental set of 
chromosomes somewhere in the ontogeny of the individual. Further- 
more, a numerical difference on the male and female side of the 
species may not be significant in the determination of sex because it 
is known that a difference in meiotic behavior may also be found in 
hermaphroditic forms, Tackholm (7) on canina roses and Jensen (2) 
on Rumex. 

Diakinesis in the P.M.G.s of Smilax ptottco. reveals the presence 
of fourteen haploid chromosomes whose halves are of equal size. The 
chromosome shown in the center of Fig. 13 often gives the appearance 
of being made up of two unequal parts. However, all the chromo- 
some “pairs” shown in Fig. 15 are one and the same, but the posi- 
tion of the arms gives different impressions, depending upon the angle. 
Meiosis is entirely regular in this species, with only the normal tetrad 
formed. Fig. 14, and no imperfect pollen present though a few 
retarded grains were seen occasionally. The bearing of the meiotic 
behavior of this species on the general argument is one of compari- 
son. In this species there is absolutely no evidence of any difference 
in the chromosome complements among the resulting microspores. 
Meiosis is perfectly regular, yet S. rotundifolia, presents abnormali- 
ties which might, if compatible with genetical premise, be considered 
by some as evidence for a sex-determining mechanism among the 
chromosomes. If the chromosomes possess as much individuality as 
is currently given them one would expect similar behavior in such 
closely related species. However, it is not there. We would rather 
conclude that S. glauca gives no evidence of recent hybridization, 
while <S. rotundifolia does and that the consequent meiotic irregulari- 
ties present in the latter have simply been initiated by said hybridiza- 
tion. In conclusion, the author wishes to emphasize that within his 
observation of the dioecious species of Rumex and the three dioecious 
members of the Monocotyledoneae discussed in this paper he is led 
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to believe that erroneous views are possible if the cytologist considers 
that it is his special duty to find structural evidence among the 
chromosomes for what may be perfectly valid results gained by 
genetical experimentation. The author is also of the opinion that 
the meiotic phenomena currently held as significant in the determina- 
tion of sex will often be found in related hermaphroditic forms were 
we but as anxious to find them there as we have been in the dioecious 
species. 

Summary 

1. The pre-meiotic spireme in the three species studied appears 
to exist as a fundamentally continuous spireme and gives rise to the 
meiotic chromosomes by splitting instead of pairing. 

2. There is no evidence for a sex-determining apparatus among 
the chromosomes of said species, 

3. The haploid numbers have been counted as follows: 


Dioscorea quaternata (Walt.) Gmel. ...... 27 

Smilax glaitoa Walt. 14 

S, rotundifolia L 16 


4. Meiotic abnormalities in Smilax rotundifolia and Dioscorea 
quaternata are contrasted with various accepted sex-determining 
apparatus to show that the latter are not justified as such. 

Swannanoa, North Carolina, U.S.A. July 22^ 1936 
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Beitrag zur Kenntnis der Nuclealreaktion in Pflanzen 

Von 

A. Kiesel und H. Doinikowa 

Aus dem Laboratorium fiir Pflanzenbiochemie der Universitat Moakau 

Die Nuclealreaktion hat bei Zellkernforschungen ganz allgemeine 
Anwendung gefunden und zwar nicht allein fiir tierische, sondern 
auch fiir pfianzliche Objekte. Thymonucleinsaure, richtiger Desoxy- 
pentosenukleinsaure, ist dadurch in einer ganzen Reihe pflanzlicher 
Lebewesen verschiedener systematischer Stellung nachgewiesen 
worden, wobei jedoch Falle bekannt wurden, wo die Nuclealreak- 
tion negativ ausfiel. 

Eine sehr groBe Anzahl von Phanerogamen wurde von F. Boas 
und 0. Bibchele gepriift. Die meist mit Blattepidermiszellen aus- 
gefiihrte Nuclealprobe ergab bfters ein negatives Resultat, woraus 
der SchluB gezogen wurde, daB das Vorhandensein der Desoxypentose- 
nukleinsaure in Pflanzen nicht allgemein ist und fiir gewisse Pflanzen 
ein Artmerkmal bildet, also in systematischer Hinsicht auswertbar 
ist. Bei naherer Betrachtung der sich positiv oder negativ der 
Nuclealreaktion gegeniiber verhaltenden Pflanzen ist jedoch kein 
sichtbares Verhaltnis zum Pflanzensystem zu finden und man erhalt 
eher den unliebsamen Eindruck, es sei der Ausfall der Reaktion 
einfach von irgendwelchen zufalligen Umstanden abhangig. Dies 
kann uns jedoch keinenfalls zufrieden stellen und in der Suche nach 
einer annehmbarer Erklarung ware einige Schuld an der Verwirrung 
dem Fehlen naherer Angaben iiber das Alter der gepriiften Objekte 
Oder iiber die Jahreszeit ihres Einsammelns zuzuschreiben. 

Die Aufgabe vorliegender Arbeit war unsere Kenntnisse iiber 
die Verbreitung der Nuclealprobe in Pflanzen etwas zu erweitern, 
indem einerseits verschiedene Pflanzengruppen, andererseits 
verschiedene Organe und Objekte verschiedenen Alters untersucht 
wurden. In letztem Falle waren die von BoAS und Biechele als 
negativ-nucleal bezeichneten Pflanzen besonders giinstige Objekte. 
Embryonale und aktiv wachsende Pflanzenteile stellten unter 
Beriicksichtigung der Angaben von W. Berg der Auf merksamkeit 
besonders wertes Material vor. Die von J. Bracket in den Vorder- 
grund gebrachte Frage iiber die Umbildung der Pentose- in die 
Desoxypentosenukleinsaure im Lauf der Entwickelung gibt uns eben- 
falls AnlaU Altersunterschiede in Betracht zu ziehen. 
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Wir fixierten unser Material beim Einsammeln mit Alkohol. Die 
Nuclealprobe wurde genau nach den Angaben von Feulgen durch- 
gefiihrt, wobei als positiv nur die im Laufe von 15, hochstens 
30 Minuten eintretende Farbung bezeichnet wurde. Die hauptsach- 
lichsten Resultate sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengestellt. 


Tabelle 1 


Klasse 

Gattung, Art 

Organ 


Cyanophyceae 

Oscillatorium spec. 

Thallus 

— 


Tolypothrix spec. 


— 

Chlorophyceae 

Cladophora rupestris 



Conjugatae 

Spirogyra spec. 



Diatomeae 

Rhabdonema spec. 


+ 


Nitzschia spec. 



Phaeophyceae 

Pylaiella litoralis 

Sporangium 

+ 


Polysiphonium urceolaium 

Thallus 

+ 

Rhodophyceae 

Rhizom 

+ 

Filicinae 

Pteris aquilina 

4* 


Aspidium filix mas 

Wedel 

+ 


♦» f» >» 

Equisetum hiemale 

Unreife Sporen 

— 

Equisetinae 

Sporophyll 




Unreife Sporen 

— 

Lycopodinae 

Lycopodium complanatum 

Sporophyll 

+ 


»» »» 

Unreife Sporen 

— 

Gymnospermae 

Ceratozamia miqueliana 

Samenanlage 

+ 


ff tf 

Macrosporangium 

+ 


Cedrus libanensis 

Pollen 

+ 


Pinus insiguis 

SproBscheitel 

+ 

Angiospermae 

Allium Cepa 

Zwiebelschuppen 

+ 


ft tf 

Fruchtknoten 

+ 


Magnolia grandiflora 

SproBscheitel 

+ 


Chrysanthemum indicum 

Blatt 

+ 


Phaseolus vulgaris 

Samenkeim 

4- 


Pisum sativum 

ft 

_[_ 


Soja hispida 

Junges Blatt 

4- 


ft tt 

Samenkeim 

+ 


Solanum dulcamara 

Fruchtfleisch 

_j_ 


Positive Nuclealreaktion wurde in alien untersuchten Pflanzen- 
gruppen aufgefunden, so dab wohl von dem Gebrauch der Nucleal- 
reaktion fiir systematische Zwecke fiir grobere Gruppen nicht die 
Rede sein kann. Freilich bildete unter den Algenzellkernen der 
ruhende Zellkern von Spirogyrw eine Ausnahme. Bekanntlich fehlen 
diesem Zellkern auch die sonst iibliche Kernfarbung mit Farbstoffen. 
Unser Refund bestatigt die Angaben von Petta, der zugleich auch bei 
Zygnema das Fehlen der Nuclealreaktion feststellte. Die vorhandenen 
Angaben von Poljansky und Petrouchewsky iiber die positive 
Nuclealreaktion bei kernlosen Cyanophyeeen konnten wir dagegen 
nicht bestatigen. Hierbei mub jedoch berixcksichtigt werden, dab Alter 
und Entwickelungsstadium der Zellen in unserem Falle nicht dieselben 
•sein konnten, wie bei den genannten Forschern. Unreife Sporen 
zeigten sammtlich negative Nuclealprobe an, Dennoch kann bis auf 
weiteres nicht behauptet werden, dab dies vom Reifungsstadium 
abhing. 
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Tabelle 2 



Angaben von Boas 
nnd Bibchele 

Unsere Beobachtnng 


Organ 

Nucleai- | 
reaktion I 

Organ 

Nucleal- 

reaktion 

Finns silvestris 

Nadelblatt 


SproBscheitel 

•u 

,, montana 

ff 


if 

-h 

Picea excelsa 

Blatt 


ff 

+ 

Magnolia pumila 

— 

ff 

Samenkeim 

+ ■ 

Vida faha 

Kotyledonen 

__ 


» >» 

Wurzel 



Blatt, junge Pflanze 

1 + 

Lupinus perennis ! 

Kotyledonen 

— 

Samenkeim 


1 

>> JJ 

Wnrzel 


Keimling, Wurzel 
Keimling, Blatt 
Erwachsene Pflanze, Blatt 

+ 

Onobrychis sativa 

Blatt 

— 

Blatt 

. Samenkeim 

+ 

Primula ohconica 

fi if 

Blatt 


Staubblatt 

Poilenkorn 

Erwachsene Pflanze, Blatt 

+ 

+ 

Betula alba 

ff if 

t* ♦> 

ir if 

Blatt 


Laubknospe 

Blatt, jung und alt. 

SproB 

Samen 

+ 


In der Tab. 2 sind einige der von Boas und Bibchele als nucleal- 
negativ gefundene Pfianzen angefiihrt, bei denen wir dennoch positive 
Nuclealreaktion erhalten konnten. Aufier Blattepidermiszellen 
wurden von uns auch andere Zellenarten untersucht, wobei Alters- 
unterschiede von Bedeutung waren. Aktiv wachsende und entwieke- 
lungsfahige Pflanzenteile zeichneten sich stets durch starkere 
positive Nuclealprobe aus, mufiten deshalb groBere Mengen der uns 
interessierenden Nucleinsaure im Zellkern enthalten. 

Zusammenfassend darf wohl behauptet werden, daB es kaum 
Pfianzen gibt, denen die Fahigkeit der Desoxypentosenukleinsaure- 
bildung abkommt. Bei allgemeiner Bildung kann es jedoch bestimmte 
Entwickelungsmomente geben, wo dem Zellkern die genannte Nuclein- 
saure fehlt. Dadurch wird ihre Bedeutung fiir das Zellenleben 
keinesfalls in Zweifel gezogen, es kbnnte jedoch vermutet werden, daB 
beim zeitweiligen Fehlen der Desoxypentosenukleinsaure im Zellkern 
ahnliche Umbildungsvorgange verlaufen, wie sie von einer Reihe von 
Forschern fiir die ihr Reifungsstadium durchlaufenden und be- 
fruchteten Eizellen einzelner Tierarten beobachtet und von J. 
Bracket analytisch festgestellt sind. Freilich ware dabei auBer der 
nachgewiesenen Umbildung der Pentose- in die Desoxypentosegruppe 
auch eine Umbildung der basisehen Gruppen aufzufinden. Dies ist 
mit bedeutend grofierer Miihe verbunden, jedoch keinesfalls aus- 
sichtslos und verspricht wichtige Aufklarungen fur den Zellkernstoff- 
wechsel zu liefern. 

Zum SchluB miissen wir auf die Angaben von T. Caspeesson 
hinweisen, der den negativen Ausfall der Nuclealreaktion nicht 
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als einen Beweis des Fehlens von Thymonukleinsaure ansehen will, 
sondern ihn den storenden Einwirkungen groBerer Mengen von 
Eiweifi zuschreibt. Bei dieser Sachlage konnten nur positiv 
verlaufende Farbungen mafigebend sein, negative jedoch vollstandig 
wertlos werden. Ob dem auch wirklich so ist, ware unbedingt 
nachzupriifen, wozu die Absorptionsmessung im U.-V. Spektralgebiet 
nach T. Caspersson behilflich sein konnte, die freilich keine Unter- 
scheidung zwisehen verschiedenen Nukleinsauren gestattet. 
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diromosome Inversions in Paeonia suffraticosa 
By 

Karl Sax 

Arnold Arboretinn, Harvard University 


Inversions of chromosome segments have been found in Droso- 
phila,^ Zea, Trillium, and Paeonia. Inversions can be detected 
genetically only when the chromosomes are adequately mapped, 'and 
cytologically only in individuals heterozygous for an inverted segment 
which is long enough to permit crossing over between the inverted 
and normal chromatids. It is probable that inversions are more 
common than the present evidence would indicate. We have found 

occasional meiotic irregularities, caused by inversions, in Lilium 
and in Tradescantia. 


Inveraions have been found in Drosophila melamgaster, and 
are relatively frequent in D. pseudoobscura, where inversions have 
een found in each of the four chromosomes (Sturtevant and 
Dobzhansky 1936). Hicks and Stebbins (1934) found fused chro- 
matids and chromatid fragments in the four Paeonia species and 
one hybrid which they examined. The first cytological analysis of 
inversions was made by McClintock (1933). Two of the inversions 
studied were found in untreated strains of Zea, while one was 
induced by X-ray treatment. In plants heterozygous for an inver- 
sion, the inverted and normal chromosome segments may pair in 
a homologous association forming a loop (Cf. Fig. 2), or the chromo- 
somes may pair in the form of a rod, in which case the association 
in the region of the inversion is non-homologous (Cf.Fig. 1) 
Intermediate conditions and partial pairing also were observed" 
Crossovers in the loops produced fused chromatids with two fiber 
tachments and chromatid fragments with no fiber attachments 

at meiotic metaphase (Cf.Fig. -6). 

in ab™°tT2”Lri!'*rr ‘T’'“ “0 xesmente was found 

in about 12 per cent of the pollen mother cells in a clone of TrilUum 

by Smith (1936). Single crossovers in the inverted section 
produced fused chromatids with fiber attachments at opposite poles- 
but an additional crossover proximal to the inversion produLd a 
ing chromatid with sister fiber attachments (Cf. Fig 7) 

isredccld'^il'^^"^^® heterozygous for inverted segments, "the fertility 
'f “non-disjunction” of chromo- 

somes IS frequent. In Drosophila heterozygous inversions eive 
secon ary non-disjunction with a frequency which shows a strong 
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negative correlation with crossing over; and in Paeonia, partial 
asynapsis is common. Crossing over in heterozygous inversions can 
be detected cytologically, but it is difficult to detect genetically be- 
cause the single crossovers are not recovered (Beadle and Sturtevant 
1935). 

Inversions in Paeonia 

Meiotic irregularities indicating heterozygous inversions are 
frequent in Paeonia. In one plant P. suffruticosa grown on the 
Bussey grounds, fused chromatids were found in 12 per cent of 
the pollen mother cells. The meiotic behavior of this plant has 
been examined in considerable detail. 

There are five pairs of chromosomes in P. s%iffruticosa, one with 
a subterminal fiber attachment and four with more or less median 
attachments. The pachytene stage is not favorable for a study of 
chromosome pairing, but pairing in the Bussey plant seems to be 
incomplete in most microsporocytes (Photo 1). At meiotic meta- 
phase the chromatids are well differentiated, and the bivalents have 
an average chiasma frequency of 1.5 (Photo 2). There are five 
bivalents in most pollen mother cells, but partial asynapsis and 
univalent formation occur frequently, so that there may be only 
four, and occasionally only three, bivalents at metaphase. The 
univalents pass to either pole at random, and seldom fail to be 
included in the daughter nuclei. Fused chromatids and chromatid 
fragments were found in 12 per cent of the 1222 pollen mother cells 
examined. Pollen sterility was 66 per cent in the Bussey plant, 
but was less than 10 per cent in many of the Arboretum plants. 

Fragments are usually associated with fused chromatids, although 
occasionally fragments were present when no fused chromatids were 
evident; and in a few pollen mother cells the chromatid bridge was 
found with no visible fragment. The size of the fragment is directly 
correlated with the size of the chromatid bridge; the bridge is thick 
when the fragment is small, and slender when the fragment is 
large (Photos 3-5). The length of the chromatid fragments varies 
from less than a micron to more than 9 microns. The frequency 
distribution of fragment lengths is shown in Table 1. 


Table 1, Length of fragments in microns 


0-1 

1-2 

2-3 

3-4 

4-6 

6-6 

6-7 

7-8 

8-9 

9-10 ^ 

n 

11 

10 

10 

8 

9 

7 

4 

4 

4 

1 

68 


The average length of the chromatid arms at meiotic anaphase 
is about 5.5 microns for the four isobrachial chromosomes, and 
about 6.5 for the heterobrachial chromosome. It is evident that 
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more than 10 per cent of the fragments are longer than a single 
chromatid arm. 

The rather uniform distribution of fragment lengths indicates 
that more than one inversion is present in the Bussey plant. We 
have found evidence for at least three heterozygous inversions. In 
the great majority of cells the fused chromatid involved one of the 
isobrachial chromosomes (Photo 3), and in one case fused chromatids 
were found between two pairs of isobrachial chromosomes in the 
same cell. In about 5 per cent of the inversions the bridge was 
between the heterobrachial homologues (Photo 6) , and fragments 
were uniformly long. Thus there are inversions in at least three 
of the five pairs of chromosomes. We have found no case where 
inversions produced irregularities in both arms of a single bivalent, 
although occasionally two fragments are present with only one 
chromatid bridge. 



3 4 5 6 7 8 



9 10 


Figs. 1-10, 1. Non-homologous pairing of an inverted and normal segment. The dots 
represent the spindle fiber attachment points. A crossover at locus 1 will produce an 
anaphase figure which appears to be normal ; but two of the four chromatids carry 
duplications and deficiencies. The inverted crossover shown at locus 2 would produce 
fused chromatids and a small fragment, as shown in Fig. 6, An inverted crossover 
at locus 1 would produce a fused chromatid and a long fragnfent, as shown in Fig. 4. 
2. Homologous pairing of a long heterozygous inversion. In such pachytene loops 
the size of the fragment will be the same, regardless of the locus of the cross- 
over in the loop. Partially compensating crossovers at loci 1 and 2 will produce a 
fused ring chromatid and a fragment, while non-compensating crossovers at loci 2 
and 3 will produce two fused chromatids and two fragments of equal size (Figs. 7 and 
8). These two types of irregularities are very rare in the Paeony plant examined. 
9. Homologous pairing in a short proximal heterozygous inversion. A crossover in 
such a loop will produce a fragment nearly twice as long as the normal chromosome 
arm, as shown in Fig. 4. In Zea such short inversions tend to pair non-homologously 
as rods. 10, Homologous pairing in a short distal heterozygous inversion. A cross- 
over in the loop would produce a fused chromatid and a short fragment. If a loop 
can move along the chromosome, variations in size of fragments could be obtained 

from a single chromosome. 
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The fused chromatids seldom break, as indicated by the fact 
that fragments usually are accompanied by chromatid bridges. The 
chromatid bridges occasionally are broken at late anaphase (Photo 
7) , but usually they persist during the second meiotic division (Photo 
11). We have found no loop chromosomes at the first meiotic 
anaphase, but a few of the bridges at second anaphase may be derived 
from loops formed by double crossovers (Cf. Fig. 7) . The fragment 
chromatids without fiber attachments are left free in. the cytoplasm 
and do not divide at either the first or second meiotic division. 

Heterozygous inversions inhibit chromosome pairing, so. that 
genetic and cytological non-disjunction occur frequently. In the 
Bussey plant there were five bivalents in 57 per cent of the 236 
pollen mother cells examined, four bivalents and two univalents in 
41 per cent of the cells, and three bivalents and four univalents in 
about 2 per cent of the metaphase figures. The univalents usually 
pass to the poles before the bivalents divide, and the two univalents 
may pass to the same pole (Photo 9) or to opposite poles (Photo 8) 
at random. About 2 per cent of the univalents were heterobrachial. 
Apparently most of the univalents are derived from one of the 
isobrachial chromosomes, although at least three of the five pairs 
of chromosomes may fail to pair. 

The average chiasma frequency at meiosis is 1.5 per bivalent. 
The chiasma frequency per bivalent is the same whether there are 
5, 4, or 3 bivalents. Apparently the chromosome which shows the 
greatest amount of asynapsis, has the normal chiasma frequency 
when it is paired. 

The prevalence of single chromatid bridges and two univalents 
in the irregular meiotic figures seems to show that an inversion in 
only one of the five pairs of chromosomes is involved in most cases. 
If two chromosomes form chromatid bridges with equal frequency, 
the single and double bridges should be equally frequent; but very 
few double bridges were observed. Asynapsis of one pair of chro- 
mosomes is twenty times as frequent as simultaneous asynapsis in 
two pairs of chromosomes. But if most of the fragments are pro- 
duced by one heterozygous inversion, there should be considerable 
uniformity in length of fragments. 

When a heterozygous inversion is paired homologously (Fig. 
2), the length of the fragment will be the same, regardless of the 
locus of crossing over in the loop, A crossover at either locus 2 
or 3 will produce the metaphase bridge and fragment shown in 
Fig. 6. Two non-compensating crossovers will produce two 
bridges and two fragments (Fig. 8). A crossover in the loop and 
a partial compensating crossover proximal to^ the inversion will 
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produce a loop and a fragment, as Smith has described in Trillium. 
In all cases, however, the fragment si 2 se is the same. A large 
heterozygous inversion paired homologously can never produce a 
fragment as long as the normal chromatid arm. 

The long fragments will be produced by a short inversion near 
the fiber attachment (Figs. 9 and 4), and a short fragment is 
formed by crossing over in the loop formed by a short distal inver- 
sion (Figs. 10 and 5). It is possible that most of the longest frag- 
ments found in Paeonia are produced by crossovers in a short inver- 
sion loop in the heterobrachial chromosome. But the evidence seems 
to show that most of the fragments are derived from one of the four 
isobrachial chromosomes. How, then, can we account for the varia- 
tions in fragment length from less than a micron to nine microns? 

McClintock (1933) has shown that chromosome pairing is 
dependent upon homologous attractions and a tendency to associate 
in twos, regardless of homology. Chromosomes heterozygous for 
an inversion may pair homologously at all loci and form a loop, or 
pair non-homologously in the inverted region and form a rod. The 
longer the inversion, the greater is the amount of homologous pairing. 
Intermediate conditions are also found, and in the case of deletions 
the buckle of the normal homologue may be shifted past the deletion 
in the deficient homologue. If loops can be shifted in a similar 
manner, the size of the fragment would vary from those as long 
as, or longer than, a normal arm, to fragments less than a micron 
in length (Cf. Figs. 9 and 10) . 

It is known that crossovers may occur in chromosome segments 
paired non-homologously (Rhoades and McClintock 1935) . We have 
considered the possibility of inverted crossovers in such non-homo- 
logous loci as a possible explanation of variation of fragment length. 
Such crossovers in a long inversion would produce fragments of 
all sizes with about equal frequency (Fig. 1). This theory would 
account for the very short fragments, which are difficult to account 
for if the heterozygous inversion is paired homo'logously, because 
a short inversion usually pairs non-homologously. In order to obtain 
a considerable range in fragment size, a relatively long inversion 
must be present; but McClintock has shown that the chromosomes 
of Zecb which are heterozygous for a long inversion usually pair 
homologously to form a loop. The evidence from pollen sterility 
indicates, however, that non-homologous pairing of heterozygous 
inversions are frequent in Paeonia. 

The Bussey plant has about 66 per cent poor pollen, as com- 
pared with less than 10 per cent pollen sterility of many of the 
plants in the Arboretum. Asynapsis and random distribution of 
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univalents would account for about 10 per cent of the pollen ster- 
ility, and the deficiencies resulting from fused chromatids would 
account for about 6 per cent pollen sterility, leaving 50 per cent 
of pollen sterility to be accounted for. Crossing over in heterozygous 
inversions paired non-homologously, could produce anaphase figures 
which appear normal, but two of the four chromatids would carry 
deficiencies (Figs. 1 and 3) . At least three of the five pairs of 
chromosomes carry heterozygous inversions, and it is possible that 
other shorter inversions are present which pair non-homologously. 
In order to account for the pollen sterility which can not be ac- 
counted for by visible irregularities, there must be an average of 
one crossover per cell in heterozygous inversions paired non- 
homologously. In view of the prevalence of inversions in Paeonia 
species, such a frequency may actually occur in certain plants. 

Although there is some evidence to support the suggestions 
that crossovers in non-homologously paired loops - or inverted cross- 
overs in non-homologously paired rods are the cause of variation 
in fragment size, it is possible that only homologous crossing over 
is involved in the heterozygous inversions. At least three inversions 
have been detected, cytologically, in this plant, and it is probable 
that additional short inversions are present. If these inversions 
are distributed more or less at random in relation to the fiber attach- 
ments in the different chromosomes, the crossovers in the homolo- 
gously paired heterozygous inversions would produce the variation 
in fragment size. Such short inversion would be expected to pair 
non-homologously frequently, and crossovers at such loci would pro- 
duce the high pollen sterility. 

As McClintock has pointed out, the formation of a fused chro- 
matid and fragment in a heterozygous inversion shows that crossing 
over occurs between only two of the four chromatids, and that the 
sister chromatids remain attached at the fiber attachment during 
the first meiotic division. The formation of only one fused chro- 
matid between two homologues and the absence of ring chromatids, 
show that only single crossovers occur in the chromosome arms 
heterozygous for inversions. This frequency is in accord with the 
chiasma frequency, indicating that the crossover frequency and 
chiasma frequency at metaphase are closely correlated, and that 
terminalization does not reduce the chiasma frequency in meiotic 
prophase. 

Summary 

Fused chromatids and chromatid fragments were found in a 
plant of Paeonia suffrutieosa grown at the Bussey Institution. The 
inversions which produce the chromatid bridges occur in at least 
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three of the five pairs of chromosomes. Heterozygous inversions 
also cause partial asynapsis. The irregularities at meiosis cause 
about 66 per cent of pollen sterility. Most of the sterility is attri- 
buted to crossing over in heterozygous inversions paired non- 
homologously. 

The size of the chromatid fragments varies from a fraction 
of a micron to 9 microns in length. The uniform distribution of 
fragment size is attributed to crossing over in a number of short 
heterozygous inversions paired homologously, although there is some 
evidence that the variation in fragment size is caused by crossing 
over in non-homologously paired loops, or by inverted crossing over 
in non-homologously paired rods. 
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Description of Plate 4 

Photographs of meiotic stages in Paeonia suffruticosa from aeeto-carmine smears. 

Magnification xl200. 

Photo 1. Pachytene stage showing paired and unpaired chromatids. The material 
was not suitable for a study of pairing of heterozygous inversions. 

Photo 2. A normal meiotic metaphase showing chiasma formation in the five biva- 
lents. 

Photos 3-5. Fused chromatids and fragments resulting from crossovers in heterozy- 
gous inversions in one of the isobrachial chromosomes. 

Photo 6. A fused chromatid connecting the heterobrachial homologues and a long 
fragment. 

Photo 7. Late meiotic anaphase showing breaking of the chromatid bridge. The 
bridges usually persist through the second meiotic division. 

Photos 8 and 9. Non-disjunction^' resulting from partial asynapsis. The univalents 
pass to the same pole or to opposite poles at random. 

Photo 10. A normal second division. 

Photon. A second meiotic division showing the chromatid bridge formed at the first 
division. In rare cases the bridge at the second division may be formed 
by a fused ring chromatid formed at the first meiotic division. 
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Eine schematische Darstellung der osmotischen Arbeitsleistung 
und ZustandsgroBen der Pflanzenzelle 

Von 

Tetsu Sakamura 

Botanisches Institut der Hokkaido Kaiserlichen Universitat 

Zum Erklarungsversuche der osmotischen Erscheinungen der 
pflanzlichen Zelle laBt sich oft der Osmometer als analoges Modell 
benutzen. Es ist aber zweifelhaft, ob die Kenntnis der Beziehung 
zwischen dem Osmometer imd dem dazu gehorigen Manometer bisher 
immer treffend auf die Erklarung der Zellmechanik angewendet 
worden ist. Bei einer gewdhnlichen pflanzlichen Zelle ist ihre 
Membran elastisch dehnbar und begleitet das Ein- und Austreten 
des Wassers ihre merkliche Volumanderung. In dieser Hinsicht kann 
eine Zelle mit dem Osmometer vergleichbar sein, wo die Veranderung 
des Volumens und der Konzentration der Losung zum gewissen Grade 
stattfindet. Die Membrandehnung beim Wassereintritt ist eine 
Arbeit, die durch den osmotischen Druck innerhalb der Zelle geleistet 
wird, und die Hinaufschiebung der QuecksilbersMle im Manometer 
kann als eine dazu analoge Erscheinung betrachtet werden. Wenn 
die Dehnbarkeit der Zellmembran durch irgend eine Methode 
gemessen werden konnte, so wiirde sie als ein Zeiger des osmotischen 
Drucks innerhalb der Zelle so gute Dienste leisten wie der Manometer 
des Osmometers. Solche Annahme ist naturlich insofern giltig, als 
der fur die Membrandehnung notwendige osmotische Druck vernach- 
lassigt werden kann. Dies ist aber tatsachlich nicht der Fall bei der 
Zelle, well eine verhaltnismaBig groBe Arbeit geleistet werden muB, 
um eine Membrandehnung hervorzurufen, welche gleichzeitig merk- 
liche Veranderung der Konzentration und des osmotischen Drucks 
innerhalb der Zelle begleitet. Um klares Verstandnis der osmotischen 
Erscheinung der pflanzlichen Zelle zu gewinnen, will ich hier mit 
einigen analogen Modellen eine schematische Darstellung ausflihren 
(Fig. 1 u. 2) . 

Wasser wird in A ebenso tief gefullt wie in B, das Volumen von 
A ist unvergleichlich grcBer als dasjenige von B und bleibt praktisch 
fast konstant, wenn auch wenig Wasser von A in B iibergeht. Kein 
hydrostatischer Druck infolge der Niveaudifferenz entsteht daher 
zwischen A und B. A und B werden mit einer undehnbaren semi- 
permeablen Wand (M) gegeneinander begrenzt. K ist ein frei be- 
weglicher Kolben, der gegen die Wand von B reibungslos ist. 
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I. Wenn A und B (Pig. 1) beide gleich mit Wasser oder isoto- 
nischen Ldsungen gefiillt werden, so entsteht bier ein osmotischer 
Gleichgewichtszustand, und findet keine Wasserwanderung statt. 
Wird aber nun A mit Wasser und B mit der Losung von der Kon- 
zentration gefiillt, so entsteht die Osmose: eine Wanderungs- 
tendenz des Wassers von A nach B. Wenn die Wasserwanderung, 


n 

d.h. die Verschiebung des Kolbens, 
verhindert werden soli, mufi eine 

A 

3 
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2 
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A 

s 
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B 

ist fahig, Arbeit zu leisten, so 
z.B. Wassertreiben, wenn die von 

aufien wirkende Kraft entfernt 


wird. Wenn die Losung B maximal verdiinnt wird, wird der osmo- 
tische Druck zur Arbeitsleistung ganz ausgenutzt. Wenn aber nur 
ein Bruchteil der aufieren Kraft weggeschafft wird, hort die oben 
erwahnte osmotische Arbeit unterwegs auf, und wird der arbeits- 
fahige osmotische Druck mehr oder weniger stark noch zuriick- 
gehalten. Beim festgehaltenen Kolben dauert der entwickelte osmo- 
tische Druck unveranderlich, ohne Arbeit zu leisten. 

Wird eine Losung von der Konzentration statt Wasser zur 
Verwendung gebracht und ist der Wert des entstandenen osmotischen 
Drucks proportional der Konzentrationsdifferenz der Ldsungen A und 
B, so betragt er (Cb-C^)RT Atm. Andere Verhaltnisse sind gleich 
den oben erwahnten. 

II. Nun werden die semipermeable Wand und der Kolben K mit 
einer Schraubenfeder (S) verbunden (Fig. 2) . Wird A mit Wasser 
und B mit einer Losung von Cb gefiillt, so tritt Wasser von A in B 
ein, begleitend die Volumzunahme von B und die Kolbenverschiebung, 
wahrend die Schraubenfeder angespannt wird. Da die Schrauben- 
feder aber gegen die osmotische Arbeit widerstandsfahig ist, ist ihre 
Dehnbarkeit beschrankt und hort die Verschiebung des Kolbens dann 
auf, wenn arbeitsfahiger osmotischer Druck gleich dem Widerstand 
der Schraubenfeder wird. Die ausgedehnte Schraubenfeder besitzt 
nun elastische Kraft, den Kolben K links zu ziehen. Gegen diese 
elastische Kraft wirkt naturlich osmotischer Druck von gleicher 
Intensitat im Baum B, und hier herrscht ein Gleichgewichtszustand. 

In Bezug auf die Verschiebung des Kolbens, welche durch den 
osmotischen Druck geleistet wird, kann man folgende vier Falle auf- 
zahlen: 
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1. Der Kolben ist frei beweglich. Die Arbeit wird ohne Hin- 
dernis geleistet, bis der osmotische Druck ausgenutzt wird, namlich 
bis die Losung in B maximal verdiinnt wird. 

2. Gegen die Verschiebung des Kolbens wirkt eine Aufienkraft, 
deren Intensitat gleich derjenigen des osmotischen Drucks oder noch 
starker ist. Im extremen Fall ist der Kolben unbeweglich festgesetzt. 
Wie hoch der osmotische Druck in B sein mag, findet im letzten Falle 
keine Volumvergrcfierung statt, und wird keine osmotische Arbeit 
geleistet. 

3. Gegen die Verschiebung des Kolbens wirkt eine Aufienkraft, 
die schwacher als der osmotische Druck ist. Der Kolben kann bis 
zur gewissen Strecke sich bewegen, aber die Bewegung ist durch eine 
Aufienkraft beschrankt. Das Volumen von B wird bis zum gewissen 
Grade vergrofiert, und ein Bruchteil des osmotischen Drucks bleibt 
als solcher zuriick. 

4. Die Bewegung des Kolbens ist durch eigene Eigenschaft, 
z.B. durch die mit Schraubenfeder ausgeriistete Vorrichtung, be- 
schrankt. Einerseits geschieht eine Volumvergrofierung in B, 
andererseits wird eine Arbeit geleistet, die Schraubenfeder auszuzie- 
hen.^> Der osmotische Druck wird teils ausgenutzt, und herrscht 
teils als ein Gegendruck jetzt in B, der mit der elastischen Kraft der 
Schraubenfeder im Gleichgewichtszustand steht. 

Der mit der Schraubenfeder versehene Modellosmometer II kann 
als analog zur pflanzlichen Zelle vorgezogen werden, indem die Dehn- 
barkeit der Schraubenfeder mit derjenigen der Zellmembran ver- 
gleichbar ist. Diesen analogen Fall in Betracht ziehend, wenden wir 
uns jetzt dem Erklarungsversuch der osmotischen Zustande der Zelle 
zu. Um die Erklarung leicht verstandlich zu machen, wurde eine 
graphische Darsteilung versucht, welche die Beziehung zwischen der 
Konzentration der Aufienlosung und den osmotischen Zustandsgrofien 
der Zelle klar illustriert. Da der osmotische Druck der Konzentra- 
tion der Losung proportional ist, soli hier nur der letztere Ausdruck 
anstatt des ersteren verwendet werden. Die Konzentration der 
gesamten osmotisch wirksamen Substanzen in dem Zellinneren wird 
„osmotische Konzentration"^^ genannt, deren Bruchteil bald an der 
Entwicklung des aktiven osmotischen Druckes sich beteiligt, bald 
durch die Aufienlosung osmotisch aquilibriert wird. Die osmotische 
Konzentration bleibt daher konstant in einer Zelle, soweit die gesamte 
Menge der gelbsten Stoffe unveranderlich ist. 

1) Diese sogenannte Arbeit ist nieht anders als die Bestrebung des 
osmotischen Drucks mit dem Widerstand der Schraubenfeder im Gleichgewicht 
zu stehen. 

2) Dieser Ausdruck bedeutet etwas anderes als derjenige von Pringsheim 

(1931). . 
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Wir nehmen die Konzentration der Aufienlosung Cex auf die 
Abszisse und die osmotische Konzentration des Zellsaftes Cen auf die 
Ordinate (Fig. 3). Am Punkt C ist die Aufienflussigkeit Wasser, 

und nach der Pfeilrichtung hin 
3 steigt die Konzentration. Bei B sind 

A_ D die Konzentrationen des Zellsaftes 

I und der Aufienlosung gleich, und 

^ // dabei wird die Zellnaembran von 

I / beiden Seiten durch keinen Druck 

y” X E beeinflufit, d.h. kein osmotischer 

•i // b Druck herrscht an der Zelle. Dieser 

/ osmotische Zustand ist gewohnlich 

^ bei der Grenzplasmolyse vorstell- 

/y \ bar, und die Konzentration bei B 

gUL- i lafit sich mit Ci bezeichnen. Da 

■' AB = BC ist, so ist das Viereck 

ABCD ein Quadrat. Die schrage 
Linie BD neigt sich sowohl zur Abszisse als zur Ordinate mit Winkel 
45°, somit bedeutet sie die Isotonie der Aufien- und Innenldsung. Die 
Linie BE kann entweder eine Gerade oder eine Kurve sein, was von 
der Dehnbarkeit der Zellmembran abhangig ist. Die Konzentration, 
welche mit der Strecke zwischen AD und BE ausgedriickt wird, so 
z.B. a + b, ist diejenige des Zellsaftes. Die Strecke zwischen BC 
und BE, so z.B. c, bedeutet die Konzentration des Zellsaftes, die infolge 
des Wassereintritts ausgeglichen wird, wenn die Zelle aus der isoto- 
nischen Aufienlosung in eine bestimmte hypotonische Losung iiber- 
gefiihrt wird. Der Wert einer Senkrechten innerhalb A ABD, so z.B. 
a, zeigt den Bruchteil der inneren Konzentration, der stets durch die 
Aufienlosung aquilibriert wird; sie ist daher gleich der letzteren. 
Wenn die Zellmembran zwangslos ausgedehnt werden konnte, wie der 
frei bewegliche Kolben des analogen Modells, wiirden die Bruchteile 
des entwickelten osmotischen Drucks meistens zur Arbeitsleistung des 
Wassertreibens benutzt, und wiirden die Linien BD und BE zusam- 
menfallen. Bei der pflanzlichen Zelle ist dies aber tatsachlich nicht 
der Fall. Die Membranausdehnung ist mehr oder weniger stark 
beschrankt ; analog zum Modell, welches mit Schraubenfeder versehen 
ist. Im Gleichgewichtszustand ist die Konzentration des Zellsaftes 
immer hoher als diejenige der Aufienlosung, nur mit Ausnahme der 
plasmolysierten Zellen. Ein Bruchteil der osmotischen Konzentra- 
tion nimmt an der Entwicklung des aktiven osmotischen Drucks 
teil, der an einer pflanzlichen Zelle gewohnlich zweierleie Dienste 
leistet. 1. Die ausgedehnte Membran erwirkt die nach innen wir- 
kende elastische Kraft d.h. den „Wanddruck“, wahrend innerhalb der 
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Zelle demgegeniiber der osmotische Druck d.h. der „Turgordruck“ 
steht. Beide Druckarten sind gleichwertig und stehen miteinander 
im Gleichgewichtszustand. Sie entsprechen der Konzentration 
zwischen den Linien BD und BE namlich Cen-Cex, so z.B. b. Der 
Turgordruck kommt erst infolge der Membranausdehnung vor, aber 
er ist nicht mehr fahig, weitere Arbeit zu leisten, soweit die Dehn- 
barkeit der Membran unveranderlich bleibt. 2. Andersrseits dient 
der osmotische Druck auch zum Wassertreiben, das die osmotische 
Arbeit im eigentlichen Sinne ist. Wenn der Druck in der Konzentra- 
tion relativ ausgedriickt wird, betragt er diejenige zwischen den 
Linien BE und BC, so z.B. c. Auch dieser Bruchteil des osmotisehen 
Drucks ist in arbeitsunfahigen Zustand iibergegangen. Die Summe 
dieser Bruchteile b + c, welche schon Arbeit geleistet haben, ent- 
spricht dem gesamten osmotisehen Druck, der augenblicklich auftritt, 
wenn die Zelle aus der isotonischen Losung in die Losung von Cex 
iibergefiihrt wird. Wenn die Zellmembran stark straff ist und keine 
Dehnbarkeit hat, so bemerkt man keine Volumzunahme, und wird der 
der Konzentration b c entsprechende osmotische Druck unverander- 
lich erhalten. Wird solche Zelle ins Wasser ubergefiihrt, entwickelt 
sich osmotischer Druck CiRT Atm., ohne spatere Veranderung aus- 
zufiihren, ein analoger Fall zu dem mit festgesetztem unbeweglichen 
Kolben versehenen Modell 2. Auch falls die Volumzunahme einer 
Zelle trotz ihrer geniigend hohen Dehnbarkeit durch den gegen- 
seitigen Druck der benachbarten Zellen verhindert wird, entsteht der 
Turgordruck dadurch. 

Die osmotische Konzentration zwischen BE und BC, so z.B. c, 
ist gleich dem Wert Ci-Cen. Wird die mit der dehnbaren Membran 
versehene Zelle ins Wasser iibergefiihrt, wo a = o ist, erreichen c und 
b die maximalen Werte EC bzw. ED. Eine Zelle ist jetzt wasser- 
gesattigt und nicht mehr fahig, Wasser einzusaugen. Die Konzen- 
tration in diesem extremen Zustand ist der einer bestimmten Zelle 
eigentiimliche Wert und bedeutet die Grenze der Dehnbarkeit der 
Membran und gleichzeitig den Wider stand, der durch die Zellmem- 
bran gegen den inneren osmotisehen Druck stets beibehalten wird. 

Bevor auf weitere Besprechung der osmotisehen Erscheinungen 
eingegangen wird, sei die Rede von der Nomenklatur. Pfepper hat 
den Turgordruck und den osmotisehen Druck der pflanzlichen Zelle 
gleichsinnig behandelt und den ersteren als den auf der Wand lasten- 
den ganzen Innendruck aufgefaCt. Um Mifiverstandnisse zu ver- 
meiden, haben aber Uesprung und Blum (1920) und Ursprung 
(1930) vorgeschlagen, den vieldeutigen Ausdruck „osmotischer 
Druck“ aus der Bezeichnung der osmotisehen ZustandsgroOen aus- 
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zuschalten und fur diesen Zweck folgende zweckmaBigen Ausdriicke 
zu verwenden:** 

1. Saugkraft der Zelle. 

2. Saugkraft des Zellinhaltes. 

3. Wanddruck. 

4. Turgordruck. 

Die meisten Autoren sind heute darin einig, diese Ausdrucke im Sinne 
von Ursprung aufzufassen. Bevor wir weiter unten die osmotischen 
Zustandsgrdfien unter Verwendung einer von mir ausgedachten 
schematischen Darstellung zu erklaren versuchen warden, will ich 
liber die Brauehbarkeit des Ausdrueks „osmotischer Druck“ eine 
kurze Bemerkimg machen. ObwoM Urspbung auf die Vieldeutig- 
keit dieses Ausdrueks hingewiesen und vorgeschlagen hat, sie aus 
der Bezeichnung der osmotischen Zustandsgrdfien auszuschalten, so 
scheint sie bei dem Erklarungsversuche der osmotischen Arbeits- 
leistung der pflanzlichen Zelle in der physikalisch-chemischen Auf- 
fassung noch beibehalten zu werden. Der osmotische Druck in der 
pflanzlichen Zelle ist ein tatsachlich existierender Druck, der noch 
Arbeit leisten und bald ausgeglichen werden kann. Der Turgordruck 
ist der in der Zelle existierende Innendruck, der erst zu bemerken, 
wenn ein Gleichgewichtszustand zwischen der Aufien- und Innen- 
Idsung erreicht wird. Dieser ist daher der osmotischen Druck im 
Gleichgewicht mit dem Wanddruck. In einer Zelle, die nicht mehr 
im Gleichgewichtszustand sich befindet, geht der Turgordruck oder 
dessen Bruchteil in den arbeitsleistende osmotischen Druck iiber, 
wenn die Dehnbarkeit der Zellmembran erhoht wird. Die Arbeit der 
Zelle, aus einer hypotonischen Lbsung Wasser einzunehmen, beglei- 
tend die Ausdehnung der Zellmembran, wird nicht durch den Turgor- 
druck geleistet, sondem durch den neu auftretenden osmotischen 
Druck. Der Turgordruck tritt stets als der schon ausgeglichene 
osmotische Druck auf. 

Die Saugkraft der Zelle nach der Deflnition von Ursprung und 
Blum (1920) ist eine Kraft, mit der die Zelle Wasser zu saugen 
strebt, und wird mit der heute gut bekannten Formal 

S;* = Si-W 

ausgedruckt, wo S« die Saugkraft der Zelle, Si die Saugkraft des Zell- 
inhaltes und W den Wanddruck bedeutet. Wir mochten die Saug- 
kraft der Zelle auch hier schematisch darstellen. Die Saugkraft des 
Zellinhaltes wird durch eine Gleichung 

Si= (a-i-b)RT 


1) Auch Hoflee (1920). 
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dargestellt, wo Si gleich dem osmotischen Wert des Zellsaftes ist, 
dessen Konzentration a + b betragt. Der Wanddruck W ist gleich- 
wertig mit dem Turgordruck, der in diesem Falle mit b bezeichnet 
werden kann, also 

W = bKT. 

Setzen wir diese Werte in die Saugkraftformel ein, so lafit sich 
erhalten 

Sa = (a + b — b) RT 
= aRT. 

Die der Saugkraft der Zelle entsprechende osmotische Konzentration 
ist also gleich derjenigen der Aufienlosung, wenn der osmotische 
Gleichgewichtszustand zwischen der AulJen- und Innenlosung erreicht 
wird. Es ist jetzt begreiflich, dafi dies das Prinzip fiir die „Gleich- 
gewichtsmethode“ nach Ursprung bei der Bestimmung der Saugkraft 
der Zelle bildet, in der als die Saugkraft der osmotische Wert der 
Aufienlosung ermittelt wird, wobei Wasser von der Zelle weder auf- 
genommen noch abgegeben wird. UrsPrung hat die Saugkraft in 
Atmospharen ausgedriickt, aber hier soil Bequemlichkeit halber ihr 
relativer Wert in der Konzentration gezeigt werden; so ist z.B. die 
Saugkraft der Zelle gleich a. Wenn eine Zelle, deren Saft durch eine 
Aufienlosung von bestimmter Konzentration aquilibriert ist, ins 
Wasser gebracht wird, so konnen wir einen in diesem Augenblick 
entstandenen osmotischen Druck ims vorstellen, der noch solche 
Arbeit wie die Membrandehnung oder die Wassertreibung leisten 
kann. Dieser Druck ist analog zum elektrischen Potential und wird 
als der Intensitatsfaktor der Wassersaugung betrachtet. Je leichter 
dehnbar die Zellmembran ist, desto starker geschieht die Saugung. 
Wenn ihr Widerstand gro6 ist, wird der osmotische Druck zum grofien 
Telle zum Gleichgewicht mit dem Wanddruck benutzt, und nur wenig 
Wasser wird von der Zelle eingenommen. Aus dem oben erwahnten 
geht hervor, dafi die ,, Saugkraft der Zelle“ die Neigung oder Richtung 
des Wassertransports bedeutet, aber nicht den Saugeffekt oder die 
gesaugte Wassermenge. Damit eine Arbeit durch die Volumanderung 
in einem pflanzlichen Gewebe geleistet wird, so z.B. bei der Turgor- 
bewegung, mufi auch die gesaugte Wassermenge beriicksichtigt 
werden. Nehmen wir drei Nachbarzellen (Fig. 4) an, deren Saug- 
effekte vergleichungsweise je mit der Kurve BE, BE' bzw. BE" 
bezeichnet werden konnen, so sind ihre Saugkrafte in dem osmo- 
tischen Gleichgewichtszustande alle gleich a. Der Bequemlichkeit 
halber werden in dieser schematischen Darstellung die plasmoly- 
tischen Grenzkonzentrationen dieser Zellen als gleichwertig angenom- 
men. Dieselbe Erklarung behalt naturlich auch bei sonstigen Fallen 
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ihre Geltung. Der maximale Turgordruck, DE, DE', DE" usw., der 
sich entwickelt, wenn eine Zelle in Wasser gelegt wird, ist ein kon- 
stanter Wert bei einer bestimmten Zelle. 

Der Saugeffekt E last sich theoretisch mit folgender Formel 
berechnen : 

E = Gen ~ Cw , 

WO Gen die innere Konzentration der Zelle in einer Aufienlosung von 
bestimmter Konzentration und Cw diejenige in der Wassersattigung 
ist. Im letzteren Fall 

Cen=Gw, E = 0, S^ = 0 

und entspricht Cw deni Wanddruck. In der Praxis dtirfte es nicht 
schwierig sein, die Werte von Gen und Cw kryoskopisch oder plasmo- 
metrisch zu bestimmen. 

Das Verhaltnis E/S? bedeutet den Bruchteil der Saugkraft, der 
zur Saugarbeit wirklich dienen kann, und der Wert 1— E/Sj den- 
jenigen, der durch den Wandwider stand zuriickgehalten. wird. Der 
letztere Wert bedeutet auch den relativen Widerstand der Membran. 

Nehmen wir nun zwei Nachbarzellen I und II (Fig. 5) an, die 
sich in verschiedenen osmotischen Medien befinden und zwischen 
denen kein osmotischer Gleichgewichtszustand erreicht wird. Diese 
Zellen besitzen selbstverstandlich ungleiche Saugkrafte a und &' und 
ungleiche Turgordriicke b bzw. b'. Zwischen diesen Zellen entstehen 
folgende Beziehungen: 

Osmotischer Wert des Zellsaftes a+b>a' + b' 

Wanddruck b>b' 

Saugkraft der Zelle a < a' 

Der osmotische Wert des Zellsaftes ist grofier bei I als bei II, aber 
ein umgekehrtes Verhaltnis besteht betreffs der Saugkraft der Zelle, 
was von der Dehnbarkeit der Zellmembran abhangig ist. 
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Nun wollen wir die Veranderung der Saugkraft einer bestimm- 
ten Zelle in Betracht ziehen. Diese ist hauptsachlich auf die Mengen- 
veranderung der osmotisch wirksamen Substanzen zuriickzufiihren. 
Wenn die Menge der wasserloslichen Substanzen in dem Zellsaft sich 
aufs neue um a (Fig. 6) vermehrt und solche Zeile dauernd im 
bisherigen Medium verweilt, so laBt sich dieselbe Saugkraft a sobald 
wiedererlangen, als der Gleichgewichtszustand auftritt. Nur solange 
dieser nicht auftritt, kann die temporar veranderte Saugkraft 
dauern. Diese Beziehung wird mit einem neuen Quadrat A'B'CD 
verstandlich gemacht. Bevor der Gleichgewichtszustand zutage 
kommt, erhoht sich also die Saugkraft der Zelle ftir kurze Zeit zum 
Wert a + a . 

6 , 




Wenn die Dehnbarkeit der Zellmembran sich erhoht, wird die 
Membran aufs neue ausgedehnt und saugt die Zelle soviel Wasser 
wie moglich. Die Kurve BE geht zu BE' iiber, und der Saugeifekt 
vermehrt sich um EE' (Fig. 7) . Der Bruchteil b' des wieder auf- 
tretenden osmotischen Drucks b dient zur Membranausdehnung und 
der Bruchteil b - b' zur Wassersaugung. Da aber die Saugkraft des 
Zellsaftes sowie der Wanddruck durch diese neue Wassersaugung sich 
gleichwertig um b - b' vermindern und der totale Wanddruck bzw. 
Turgordruck erst im Gleichgewichtszustande erscheint, bleibt der 
Wert Si — W in der Formel der Saugkraft unveranderlich. Aus 
diesem Verhaltnisse geht hervor, da6 die Veranderung der Mem- 
brandehnbarkeit den Saugeifekt, aber nicht die Saugkraft der Zelle 
beeinflulSGk 

1) Naehteaglicher Zusatz: Auf der zwolften Generalversammlung der 
Japanischen Gesellschaft fur Forderung der Naturwissenschaft in Okayama, 
Oktober 1936, ist von mir eine andere Ansicht beziiglieh dieser und anderer Frage 
mitgeteilt worden. Sie hat sich als irrig herausgestellt und ist so, wie hier 
geschildert, zu berichtigen. 
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Zusammenfassung 

1. Um das Verstandnis des osmotischen Zellmechanismus zu 
erleichtern, wurden analoge Erscheinungen unter Verwendung der 
schematischen Modelle erklart, mit besonderer Beriicksichtigung der 
Arbeitsleistung. 

2. Die osmotischen Erscheinungen und ZustandsgroBen der 
pflanzlichen Zelle wurden iibersichtlich graphisch dargestellt. Der 
Zusammenhang der Konzentration der Aufienlosung mit der Saug- 
kraft der Zelle, der Dehnbarkeit der Zellmembran usw. wurde dadurch 
leicht begreiflich gemacht. 

3. Der Ausdruck „osmotischer Druck'^ ist noch immer als not- 
wendig zu behalten, um die osmotische Zellmechanik zu erklaren. 

4. Es wird der Begriff „Saugeffekt“ der Zelle vorgeschlagen, 
die Zeller scheinung zu verstehen, durch welche ihre Volumanderung 
erfolgt. 
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The Inert Chromosomes of Drosophila anamssae Doleschall 

By 

Hideo Kikkawa 

Zoological Institute, Kyoto Imperial University 

In the oogonial metaphase of Drosophila cmanassae synonimous 
to D. caribbea of Sturtevant, as shown in my previous paper 
(Kikkawa 1936), four pairs of chromosome association are formed, 
consisting of three larger and one smaller, all being in V-shape. In 
the spermatogonial metaphase, one of large V-shaped chromosomes 
is replaced with a small J-shaped one. Therefore, this association 
can be regarded as representing sex-chromosomes, i.e., X and Y. 

Judging from the type of chromosome association above men- 
tioned, this species should have four large linkage groups. But, so 
far only three of them have been found: X = 28 (including multiple 
allels), II ™ 19, III = 12. This fact suggests strongly that one of 
autosomal pairs is inert. My recent cytological observations have 
proved the fact clearly. 





Fig. 1. a. Oogonial metaphase of 
haplo-lV female, b. Female salivary 
gland chromosomes. 


Fig. 2. Mosaic female. Left : Diplo-1 V. 
Right: Haplo-IV, 
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In the nucleus of a salivary gland cell, there are found eight 
sti*ands of chromosomes, of which two are very small and embedded 
in the chromocenter (Fig. 1, b) . As Painter and Stone (1935) have 
mentioned, two strands of a V-shaped chromosome are generally 
connected at the locus of spindle-fiber attachment, even when they 
are dissociated under pressure from the chromocenter. From these 
cytological findings, the small strands within the chromocenter re- 
present one pair of chromosomes. Since Painter and others pointed 
out that the inert or the inert region of chromosome is scarcely 
visible in the salivary gland cell, the pair of chromosome in question 
is assumed as representing it. Furthermore, there is an evidence 
that the pair belongs to one of autosomes; the X-chromosomes in 
the male are easily distinguished from the autosomes in a salivary 
gland cell. 

But, it still remains us to be replied which pair of autosomes 
is inert. In order to give a proper answer to this question, several 
attempts have been performed till we at last come to find out flies 
which correspond to haplo-IV or Diminished of D. melanogaster 
(Fig. 2) . Cytological examination of them has disclosed that one 
of small V-shaped chromosomes (the fourth chromosome) is missing 
(Fig. 1, a) . Hence, there is almost no doubt that the small V-shaped 
chromosomes are virtually inert. 

In connection with this conclusion, it may be supposed that the 
distal part of one arm of this inert chromosome is homologous to the 
short arm of the Y-chromosome. Evidences for this hypothesis are 
given in the following experiments: (1) If haplo-IV males are 
mated to normal females, the number of haplo-IV males which appear 

in the offspring, is greater 
Table 1. + 9 X Haplo-IV o' haplo-IV fe- 

males whereas the number of 
normal males is only about a 
half of the corresponding fe- 
males (Table 1). 

This unexpected result may, however, be easily accounted for 
by the assumption that the Y-chromosome occasionally synapses with 
the free fourth chromosome. The schema illustrating this relation 
is given in Figure 3. 

The frequencies of appearance of the offspring which results 
from the combination of one of these sperms with a normal egg are : 

Normal females, (2x-fy)/4 

Normal males, y/4 

Haplo-IV females, y/4 

Haplo-IV males, _(2x + y)/4. 


Normals 

Haplo-IV 

Total 

9 9 

& (? 

9 $ 

& & 

867 

381 

228 

487 

1 1968 


1937 


The inert chromosomes of Drosophila ananassae Doleschall 


127 






SPERMS 



X 

~ 



y 

4 


X 

~ 


Fig. 3. Figure illustrating the relation between sex and fourth chromosomes. 

The values x and y calculated from the experimental results 
are; x = ca. 38 y = ca. 62% respectively. The discrepancy found 
between theoretical and experimental results is apparently due to low 
viability of haplo-IV individuals. 

(2) If XXY females are mated to normal males, there appear 
in the offspring many haplo-IV individuals (Table 2). 

This unexpected result ^ 

, Table 2. XXY 9 X XY c? 

IS also accounted for by the 

assumption that the free Y- 
chromosome in XXY female 
often synapses with one of 
the fourth chromosomes. In facts, the Y-chromosome generally comes 
near the fourth chromosome in the oogonial metaphase of XXY 
or of XXY haplo-IV female, and even in the spermatogonial meta- 
phase of normal male. These cytological studies suggest that the 
short arm of the Y-chromosome is homologous to the distal part of 
an arm of the fourth chromosome. 

Recently, Kaufmann (1936) observed an interesting pheno- 
menon concerning this problem. According to him, the small auto- 
somes are attached to the nucleolus during early prophase of the divi- 
sion of ganglion cells, and in the male the Y-chromosome forms the 


Normals | 

1 Haplo-IV 1 

Total 

9 9 

o’ 1 

i 9 9 

d’ c? 

585 

622 

147 

123 

1377 
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third member of such a group. This fact further adds an evidence 
from the cytological view-point. 

Further details on this problem are preserved for a future occa- 
sion. At present, the indication of the presence of an inert chromo- 
some like Y-chromosome or androsomes of Sciara in Drosophila as 
well as that of the existence of homologous parts between sex and 
somatic chromosomes, promise a profitable development as to the 
relation between genes and chromosomes. 

In conclusion, I wish to express my hearty thanks to Professor 
Taku Komai for his valuable advice and criticism, and also to Hattori 
Hokokwai for its financial aid. 
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Ein Beitrag zur Kenntnis der Wasserpermeabilitat des 
Protoplasmas 

Von 

Hugo Kaho 

Aus dem pfianzenphysiologischen Laboratorium des botanischen 
Ins ti tuts der Universitat Tartu, Estland 

LundeGardh (1911) hat in den grundlegenden Versuchen bei den 
Wurzeln von Vida Faba mit der Gewebespannungsmethode gezeigt, dafi 
Neutralsalze die Wasserpermeabilitat der Zellen stark beeinflussen kdnnen, 
wobei die Salze additiv wirkten. Kationen und Anionen der untersuchten 
Salze forderten die Wasserosmose nach den Reihenfolgen : 

(Chloride) Mg > Na > Li > K > NH 4 

Cl > Zitrat > HPO4 > SO > NO3 > J > Azetat 

Db Haan (1933) fand mit der plasmolytischen Methode bei Epidermis- 
zellen der Zwiebelschuppen von Allium Cepa, dafi die untersuchten Plas- 
molytika (Rohrzucker + Salz) die Deplasmolyse forderten wie folgt : 

Nitrate Li > Na > K > Mg > Ca >• A 1 

K-Salze CNS>N 03 >S 04 

Da die lonenreihen beider Forscher wenig ubereinstimmen, so wurden 
Versuche angestellt um zu untersuchen 1. welcher Zusammenhang zwi- 
schen der Aufnahme der Salze in die Zelle, und der Beeinflussung der 
Wasserpermeabilitat durch sie besteht, und ferner noch 2. welchen EinfluB 
Salzgemischs auf die Wasserpermeabilitat ausiiben. 

Methodisches * 

Die Versuche wurden mit StaubfSdenhaaren von Tradescantia vir- 
ginica, die in unserem botanischen Garten kultiviert wird, im Juli und 
August angestellt. Es wurden Deplasmolysezeiten mit isotonischen Salz- 
losungen plasmolysierter Zellen untereinander verglichen. Bekanntlich 
bestehen die Staubfadenhaare aus einer Reihe Zellen, deren GroBe nach 
der Spitze allmahlich abnimmt. Die Basalzellen (altere) haben eine dtin- 
nere Plasmaschicht und groBere Vakuolen, die Dicke des Plasmabelages 
wachst in der Richtung zu den jiingeren Spitzenzellen an. Infolge der 
verschiedenen Plasmadicke und VakuolengroBe ist die Plasmolyse in den 
zu untersuchenden Losungen (isotonisch 0,3 mol KNOs) starker bei den 
Basalzellen und nimmt ab nach der Haarspitze zu. Bei den mit Plasma 
gefUllten Spitzenzellen fehlt sie bei dieser Konzentration in der Regel 
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ganzlich. In Anbetracht des Gesagten, wurde bei den Versuchen 
ausschlieBlich die Reihe der raittleren Zellen beoba- 
chtet, die ungefahr die Halfte der HaarlSnge betrug. 
Die Basal-und Spitzenzellen kamen nicht in Betracht. 
Die Haarzellen plasmolysierten sich ziemlich schnell, die Plasmolyseform 
war in der Mehrheit der Falle eine konkave, seltener bewirkten die Salze 
eine Krampfplasmolyse. Wenn die Plasmolyse sich nicht mehr ver- 
grofierte (Beginn des plasmolytischen Gleicbgewichtes, nacb ca. 5-7 Min.), 
wurde der Staubfaden in Deitungswasser iibertragen und die Deplasmo- 
lysezeiten der Haarzellen bestimmt. Die jilngeren Zellen, die eine kleinere 
Plasmolyse batten, deplasmolysierten sich in der Regel scbneller, als die 
alteren. Es warden gleichzeitig mehrere Haare desselben Staubfadens 
beobachtet und sehr oft deplasmolysierten sich mehrere Zellen fast gleich- 
zeitig. Infolgedessen war das gleichzeitige Beobachten und Notieren der 
Deplasmolysezeiten einer Person schwierig und bei den Versuchen zeich- 
nete eine zweite Person mit der Stoppuhr die Zeiten auf . 

Fehlerquellen 

Beim Vergleich der Deplasmolysezeiten der Haarzellen verschiedener 
Bliiten, ergab sich, dafi grofiere Abweichungen bei solchen Zellen vorka- 
men, die einen etwas blasseren Anthozyanton batten. Diese Bliiten waren 
in der Regel etwas kleiner ; grofiere Bliiten batten einen tief blaulich- 
violetten Ton und deplasmolysierten sich gleichmafiiger . Es wurde nur mit 
den letzteren gearbeitet. Bei sorgfaltiger Materialauswahl (Bliiten von 
demselben Zweig, gleicher Anthozyanton, gleiches Alter etc.) betrug der 
Versuchsfehler ( = Differenz der Mittelwerte der Deplasmolysezeiten) bei 
schneller Deplasmolyse ca. 30-40 Sek unden, bei langsamer Deplasmolyse 
ca. 1 bis 1,5 Minuten. 

Es ist bekannt, dafi eine schnell ausgefiihrte starke Plasmolyse und 
besonders die nachfolgende Deplasmolyse in Wasser, fiir das Plasma 
schadlich sein kann. Um diese Schadlichkeit gewisserraafien zu elimi- 
nieren, hat man in der letzten Zeit die Plasmolyse und Deplasmolyse 
stufenweise ausgeftihrt. Die Gewebestiicke werden in verschiedene Plas- 
molytikamit zunehmender Konzentration (bei Deplasmolyse umgekehrt) 
gebracht, um grofiere Konzentrationsdiiferenzen zwischen dem Zellsaft 
und der aufieren Losung zu vermeiden. Auf diese Weise wird zweifels- 
ohne die schadliche Wirkung der Plasmolyse (resp. Deplasmolyse) herab- 
gesetzt. Meine diesbezuglichen Erfahrungen zeigen, dafi im allgemeinen 
die Zellen mit einem diinnen Plasmabelag leichter 
geschadigt werden, als die mit einem dickeren. Die 
Staubfadenhaarzellen haben eine sehr dicke Plasmaschicht und vertragen, 
deswegen Plasmolyse mit Losungen, isotonisch 0,3 mol KNOs , und nach- 
herige Deplasmolyse sehr gut. Die Plasmolyse dauerte auch nur kurze 


Ein Beitrag zar Kenntnis der Wasserpermeabilitat des Protoplasmas 


Zeit (bis 7 Min.), zur Deplasmolyse wurde Leitungswasser benutzt. Eine 
noehmalige Plasmolyse, die immer zur Kontrolle nach der Beendigung der 
Versuche mit 0,4 mol CaCl 2 vorgenommen wurde, zeigte keine . Schadig- 
ungen der Zellen. Infolgedessen wurde von einer Stufenplasmolyse (resp. 
—Deplasmolyse) abgesehen, da sie gegebenenfalls keine Vorzuge geboten 
hatte. 

Es wurde mit reinen Salzlosungen experimentiert* da das Objekt dazu 
geeignet ist. Salzgemische mit Zucker wiirden wohl, auf Kosten einer 
hoheren Zuckerkonzentration, Versuche mit niederen Salzkonzentrationen 
ermbglichen. Doch halte ich Mono- und Disaccharide fOr nicht ganz 
indifferente Plasmolytika. Sie setzen, wie es mir scheint, die Permeabili- 
tat des Plasmas herab. In Gemischen treten die GesetzmaBigkeiten der 
Salzwirkungen nicht so deutlich hervor. 

Die Vorversuehe zeigten, daS Haarzellen, wenn sie am Vormittag 
von der Sonne beschienen waren, am Nachmittag eine bessere Permeabi- 
litat hatten, als an trilben oder regnerischen Tagen. Aus diesem Grunde 
wurde nur an sonnigen Tagen gearbeitet. 

Die Temperatur im Laboratorium schwankte wahrend der Versuche 
zwischen 20 und 22. 

Versuche 
A. Alkalisalze 

I. Kaliumsalze 

1. Beispiel. Ein Staubfadenhaar in 0,3 mol KCNS plasmolysiert. Plasmolysezeit 
( = Pl-z.)— 6 Min., Plasmolyseform ( = Pl-f.)— konkave, Deplasmolysezeiten in 
Minuten und Sekunden : V 00" ; 1' 14"; y 37"; y 67"; 2' 06"; Z' 18"; 2"26"; 2' 
38" ; Z' 48" ; 3' 01" ; 3'06" ; 3'14" ; 3'19" ; %' 27". Mittlere Deplasmolysezeit ( = M. 
Depl-z.)-2/22". 

Alle unten angefiihrten Deplasmolysezeiten aind Mittelwerte aus 12-16 Einzel- 
beobachtungen. Alle Salze isotonisch 0,3 mol KNOj . 

2. KJ. P1-Z.-5'; Pl-f.-konk.; M. Depl-z.-2''36". 

3. KoSO.j. Pl-z.— 7^; Pl-f.— konk.— krampf.O; M. Depl-z.— 6'42". 

4. KBr. P1-Z.-6'; Pl-f.-konk. ; M.'Depl-z.-3'14" 

6. K-Azetat. Pl-z.-?'; Pl-f.-konk.; M. Depl-z.-3''34". 

6. K-Tartrat. Pl-z.— 7'; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.— 8" 00". 

7. KNO3. P1-Z.-6G Pl-f.-konk.; M. Depl-z.-4''39". 

8. KCl. P1-Z.-6'; Pl-f.-konk.; M. Depl-z.-4'33". 

9. K-Zitrat. Pl-z.— 7'; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.— 6^44". 

Die untersuchten Kaliumsalze konnen wir nach ihrer Fahigkeit die Per- 
meabilitat des Plasmas fiir Wasser zu erhbhen in folgende Gruppen ein- 
teilen. 

(CNS , J) » > (Br, Azetat) > (Cl, NO.,) > (SO. , Zitrat) > Tartrat. 

1) ,,krampf“ bedeutet krampfplasmolytische Plasmolyseform. 

2) Durch Kommata sind in den Reihenfolgen diejenige lonen getrennt, bei 
welchen die Wirkungsunterschiede in den Grenzen des Versuchsfehlers liegen. 
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II. Natriumsalze 

10. NaCNS. Pl.z.— 6 '; Pl-f.— konk. ; M. Depl-z.— 

11. NaBr. Pl-z.-E^; Pl-f.-konk. ; M. Depl-z.-2'2p/. 

12. Na-Azetat. Pl-z.— 7'; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.— 4W''. 

13. Na-Zitrat. Pl-z.— 8 '; Pl-f.— krampf. ; M. Depl-z.— 6^29'^. 

14. NaJ. P1-Z.-5'; Pl-f.-konk.; M. Depl-z.-4'05'^ 

16. NaNOs. Pl-z.— 5/; Pl-f. konk.-krampf.; M. Depl-z.-4'40''''. 

16. NajSOj. P1-Z.-7'; Pl-f. -krampf. ; M. Depl-z.-e^lP'. 

17. NaCl. Pl-z.— 6 ^; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.— 4^62^'. 

18. Na-Tartrat. Pl-z.— 7''; Pl-f.— krampf. ; M. Depl-z.—8''12'/. 

Die untersuchten Na-Salze fordem die Wasserpermeabilitat wie folgt: 
CNS > Br > J > (NOs , Cl, Azetat) > Zitrat > Tartrat > SO4 . 

Die Wirkungsdifferenzen sind bei Na-Salzen bei gegebener Konzentration 
im allgemeinen deutlicher ausgepragt als bei den K-Salzen, ausgenommen 
d^ Nitrat, das Chlorid und das Azetat, die den Wasserdurchtritt fast in 
gleicher Weise beeinflussen. 

III. Rubidium- und Caesiums alze 

19. RbNOs. P1-Z.-6'; Pl-f. -konk.; M. Depl-z.-3''21'''. 

20. RbsSOj. P1-Z.-7'; Pl-f.-konk.-krampf. ; M. Depl-z.-7^44/'. 

21. RbCl. P1-Z.-6'; Pl-f. -konk. ; M.Depl-z.-4W^ 

22. CS 0 SO 4 . P1-Z.-7'; Pl-f.-konk.-krampf.; M. Depl-z.-8'30" 

23. CsCl. P1-Z.-5'; Pl-f. -konk.; M. Depl-z.-4'35". 

Die Rb- und Cs-Salze fordern die Wasserfiltration durch das Plasma 
wie folgt : 

Rb N03>C1>S04 
Cs C1>S04. 

IV. Ammoniumsalze 

24. (NH 4 )oS 04 . P1-Z.-7'; Pl-f. -krampf. ; M. Depl-z. - 6 W' 

26. NH 4 GNS. P1-Z.-E' ; Pl-f. -konk. ; M. Depl-z.-lW'. 

26. NH^-Azetat. Pl-z.— 7^ ; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.—2'53^^. 

27. NH 4 CI. Pl-z.— 6 ^; Pl-f.— konk. -krampf. ; M. Depl-z,—4''35^''. 

28. NH 4 'Dizitrat. PI-z.- 8 ^; Pl-f. -krampf. ; M. Depl-z.-5a9^^ 

Die Ammoniumsalze fordern die Deplamolyse in folgender Weise : 
CNS Azetat !> Cl Dizitrat >- SO4 . 

V. Lithiumsalze 

29. Li-Azetat. P1-Z.-7'; Pl-f. -konk. ; M. Depl-z.-S'l?". 

30. LiBr. Pl-z.— 6 '; Pl-f.— konk. ; M. Depl-z.— 6''28''''. 

31. LiNOj. Pl-z.— O'; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.—6'43'^ 

32. LiCl. Pl-z.— 6 ''; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.—6'44'''. 

33. LiS 04 . ' Pl-z.— 7'; Pl-f.— krampf. ; M. Depl-z.—yes^'. 
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Die untersuchten Li-Salze beeinflussen die Deplasmolyse fast in 
gleicher Weise, ausgenommen das Sulfat : 

(Azetat, Br, NO 3 , Cl) > SO 4 . 

B. Erdalkalien 

I. Magnesiumsalze 

34. Mg(NOj)o. Pl-z.— 6'; Pl-f.-konk. r M. Depl-z.-2'27'^ 

36. MgSO^. Pl-z.— 7'' ; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z.— 5''64''''. 

36. Mg-Azetat.P Pl-z.— 7'; Pl-f.— konk. ; M. Depl-z.— 4'2P‘'. 

37. MgCU. Pl-z.— 7'; Pl-f.— konkave; M. Depl-z.— 3''39'''. 

38. MgBr.. P1-Z.-6'; Pl-f. -konk.; M. Depl-z.-4/42" 

Die Mg-Salze beeinflussen die Wasserpermeabilitat wie folgt : 

NO 3 > Cl > (Azetat, Br) > SO 4 . 

II. Kalziumsalze 

39. Ca(CNS)j. P1-Z.-6'; Pl-f. -konk. ; M. Depl-z.-2W''. 

40. Ca Azetat. Pl-z.— 7'’; Pl-f.— konk.— krampf. ; M. Depl-z. -7''20''''. 

41. Ca(N03)2. Pl-z.— 6'; Pl-f.— konkave; M. Depl-z.— 3''2P'', 

42. CaBro. Pl-z.— 7'' ; Pl-f.— konk. ; M. Depl-z.— 2^44''^. 

43. CaClj. Pl-z. — 7''; Pl-f.— konkave; M. Depl-z.— 6'33''A 

Die untersuchten Ca-Salze erhohen die Wasserpermeabilitat nach der 
Reihenfolge : 

CNS > Br > NOs > Cl > Azetat . 

III. Strontium- und Bariumsalze 

44. Ba(N03)2. P1-Z.-7'; Pl-f.-konk. ; M. Depl-z.-3'63". 

46. Sr(N03)j. Pl-z.— 7^ ; Pl-f.— konk. ; M. Depl-z.— 4''33'''. 

46. SrBrj. Pl-z.— 6'; Pl-f.-konk.; M. Depl-z.— 4'22'". 

47. SrClj. P1-Z.-7'; Pl-f.-konk. ; M. Depl-z.-6'47'''. 

48. BaCL. Pl-z.— 7'; Pl-f.— konk. ; M. Depl-z.— 4'66". 

49. Ba-Azetat. P1-Z.-7'; Pl-f.-konk. ; M. Depl-z.-4'61". 

60. Sr-Azetat. Pl-z. -7''; Pl-f.— krampf. ; M. Depl-z.— 7^43''''. 

Sr-Azetat ist ftir das Plasma sehr giftig. Die Kontrollplasmolyse 
mit 0,4 mol CaCNOalz nach der Beendigung des Versuches zeigt viele tote 
Zellen. 

Sr- und Ba-Salze fordern die Wasserpermeabilitat wie folgt : 

Sr (Br, NOs) > Cl > Azetat 
Ba NOg > (Cl, Azetat) . 

61. Saccharose 0,496 mol, isotonisch 0,3 mol KNO3. 

Pl-z.-ieO M. Depl-z. -10a9". P1-Z.-20/.; M. Depl-z.-yoS'/; 

Pl-z. -36'; M. Depl-z.-10'24". 


1) Reagiert stark alkalisch. Mit Essigskure neutralisiert. 
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Besprechung der bisherigen Ergebnisse 

Die Resultate der Versuehe mit den Alkalisalzen sind in der Uber- 
sichtstabelle 1 zusammengestellt. 


tibersichtstabelle 1 

Die Zahlen bedeuten die Deplasmolysezeiten in Minuten und Sekunden 


Ration " 

CNS 

J 

Br 

Azetat 

NOa 

Cl 

Zitrat 

Tartrat 

S04 

Rb 








321 

420 



— 

744 

CS 


— 

— 

— 

— 

435 

— 


gso 

K 

222 i 



334 

439 

433 


goo 

642 

NH, 

lbi^ 

— 


253 

__ 

435 


— 

659 

Na 

153 

405 ' 

224 

468 

440 

452 

529 

812 


Li 

— 

— 

52s 

517 

543 

544 

— 

— 

953 


Ein Blick auf diese Tabelle zeigt, dafi bier lyotrope Einfliisse 
der Salze unverkennbar sind. Ferner sieht man, dafi die Anionen die 
Wasserbewegung mehr beeinflussen als die Kationen. Die Wasserper- 
meabilitatsforderung seitens der Anionen der Salze, d.h. die lyotropen 
Anionenreihen stimmen bei verschiedenen Salzen wohl nicht ganzlich 
tiberein. Dieses ist dadurch bedingt, dafi die Wirkungsdifferenzen der in 
der lyotropen Reihen nebeneinander stehenden Anionen in vielen Fallen 
in den Grenzen des Versuchsfehlers liegen, Es ist nicht ausgeschlossen, 
dafi bei anderen Versuchsbedingungen (anderer Kontzentration der Salze 
u.d.) die Stellung dieser Anionen sich etwas verschieben konnte, die Ge- 
setzmafiigkeit tritt immerhin sehr deutlich hervor. Um stabile Anionen- 
reihen fiir alle untersuchten Salze zu ermitteln, brauchte man eine sehr 
groSe Zahl von Versuchen. Es ist aber fraglieh, ob sich das lohnen wUrde. 
Jedenfalls werden in schwacheren, Konzentrationen die Wir- 
kungsunterschiede der Anionen kleiner und die Ver- 
schiebungen in der lyotropen Reihe grofier. 

Im allgemeinen kann man auf Grand der vorliegenden Versuehe, fur 
die Forderung der Wasserbewegung durch das Plasma durch Alkalisalze, 
folgende Anionenreihe aufstellen : 

CNS J, Br, Azetat > NOa , Cl > Zitrat > Tartrat, SO4 . 

Fiir die Alkalikationen kSnnen wir nicht ohne weiters eine Forderungs- 
reihe aufstellen, die fiir alle Salze GUltigkeit haben wiirde, da die Wir- 
kungsdifferenzen hier oft klein sind. Einzeln betraehtet haben wir fiir 
die : 

Nitrate Rb>K, Na>Li 
Chloride Rb, Cs, K, NH4 , Na > Li 
Sulfate K, NH4>Rb, Cs>Na, Li 
Bromide Na, K>Li 
Azetate NH4 , K > Na > Li 
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Die Zahlen bedeuten die Deplasmolysezeiten 
in Minuten und Sekunden 


Anion 

Ration ' \ 

CNS 

Br 

NO3 

■ 

Ci 

Azetat 

SO4 

Mg 

— 



227 

339 

421 

554 

Ba 

— 

— 

353 

455 

451 

— 

Ca 


2*14 

321 


720 

— 

Sr 

— 

422 

433 ; 

6^: j 

743 

— 


Am haufigsten konnten wir folgende Reihe erwarten ; Rb, Cs, K, NH 4 !> 
Na > Li, d,h. die vier ersten Kationen fordern die Wasserpermeabilitat 
fast in gle’icher Weise, Na und Li etwas schwacher. 

Db Haan (1933) fand fiir die Epidermiszellen der Zwiebelschuppen 
von Allium Cepa bei der Einwirkung der Nitrate der Alkalisalze folgende 
Deplasmolysezeiten : Li— 9'1" ; Na— 9'6" ; K— 9'28". Diese Reihenfolge 
zeigt, dafi bei einer niedrigeren Salzkonzentration (db Haan wandte eine 
Salzkonzentration isotonisch 0,2 mol Rohrzucker an, = ungef, 0,12 mol 
KNO3) die Wirkung des Rations hinter der des Anions zuriicktritt, da die 
Differenzen der De- 
plasmolysezeiten den tlbersichtstabelle 2 

Versuchsfehler (nach 
meiner ScMtzung ca. 

1 Min.) nicht tiber- 
treffen. 

Die Erdalkalien 
beeinflussen, wie die 
tibersichtstabelle 2 . 
zeigt, die Wasserfilt- 
ration prinzipiell in derselben Weise, wie die Alkalisalze. Auch hier 
treten die Anionenwirkungen besser hervor. Fiir sie ist diese Reihen- 
folge maSgebend: 

CNS > Br, NO3 > Cl > Azetat > S04« . 

Fiir die Kationen lassen sich folgende Reihen aufstellen ; 

Nitrate Mg > Ca, Ba > Sr 

Chloride Mg > Ba Ca > Sr 

Azetate Mg > Ba > Ca > Sr 
Bromide Ca > Sr 

Die Kationenreihe der Chloride und Azetate ist charakteristisch im gege- 
benen Falle fiir die Kationenwirkungen der Erdalkalien. 

Vergleicht man alie von den Salzen bewirkten Deplasmolysezeiten 
mit der von der Saccharose bewirkten, so sieht man, daB die Sake die 
Wasserfiltration durch das Plasma stark beschleunigen. 

Alle untersuchten Salzen fordern die Wasserpermeabilitat vom 
Standpunkt der Anionenwirkungen, entsprechend ihrer Eindringungs- 
fdhigkeit in die Zelle. Die Alkalisalze und die Alkalierden sind dabei 
getrennt zu betrachten. 

Je schneller ein Salz (im Rahmen seiner Gruppe) in das 
Plasma eindringt, umso schneller geht die in seiner 


1 ) Bezieht sich nur aaf die Mg-Salze. 
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m ' : 


^“^^ation 

Anion 

K 

Na 

Mg 

Ca 

CNS 

4,4 1 

6,4 



5,0 

J 

4,0 

2,5 

— 

— 

Br 

3,7 

4,2 

— 

3,7 

Azetat 

3,3 

2,1 

2,3 

1,4 

NO 3 

2,2 

2,2 

4,2 

3.0 

Cl 

2,2 

2,1 

2,8 

2,0 

Zitrat 

1,5 

1,9 



Tartrat 

3,3 

1,2 

— 


SO., 

1,5 

1,1 ' 

1,7 j 

— 


Znsammenstellung Losung ausgefuhrte 

Die Zahlen bedeuten wievielmal die Sake Plasmolyse in Wasser 

imV ergleich mit der Saccharose die z u r il C k. Filr die Auf nahme 

der Alkalisalze nabe icn fol- 

'-\Kation ^ gende Anionenreihe gefunden 

. Anion""---,.. (Kaho, 1921, 1923) : 

CNS 4,4 6,4 - CNS > Br > N 03 > Cl > 

Br s’? i’,2 — 3,7 Tartrat )> SO 4 . Sie ist der 

o’o o'l a'o q’n Wasserpermeabilitatsreihe : 
cr 13 11 II 1:5 CNS>Br>N 03 , Cl>Tart- 

Tartrat 1,3 1,2 - - vollstandig identisch. 

SOj 1:6 i’,i 1,7 — Die unten angefiihrten Na- 

Salze dringen in die Wurzel- 
zellen von Lupinus luteus mit einer Geschwindigkeit ein, die ungef. 
proportional den Zahlen ist (Kaho l.c.) : 

NaBr NaNOs NaCl Na-Tartrat Na 2 S 04 

59 35 26 16 11 

Die Geschwindigkeit der Wasserfiltration in unseren Versuchen ist ungef. 
proportional folgenden Zahlen (vgl. Zusammenstellung) : 

NaBr NaNOa NaCl Na-Tartrat Na 2 S 04 

42 22 21 12 11 

Diese Gegeniiberstellung zeigt eine grofie Ahnlichkeit der Verhaltnisse in 
beiden Fallen. 

Fur die Permeabilitat der Salze der Erdalkalien fand ich folgende 
Anionenreihe (Kaho. 1924, 1926) CNS > Br > NO., > Azetat > Cl > SOa^. 
Die Wasserpermeabilitatsreihe der Erdalkalien : 

CNS > Br > NO 3 , Cl > Azetat > SOa^’ stimmt mit dieser Reihe gut 
iiberein. 

Bekanntlich dringen die Erdalkalien in hoheren Konzentrationen weit 
schwerer in das Plasma ein, als die Alkalisalze. Es ist aber bemerkens- 
wert, dafi bei der Fdrderung der Wasserfiltration kein 
Unterschied zwischen den wirkungen der Untersucht- 
en ein-und zweiwertigen Kationen in dem Sinne 
besteht, daS die Erdalkalien den Wasserdur chtritt 
weniger fSrdern. So z.B. ergibt sich fiir die Nitrate folgende 
Fbrderungsreihe ; 

Mg>(Rb, Ca, Ba) >(Sr, K, Na) > Li 

In dieser Reihe steht Mg mit der Deplasmolysezeit 2'27" an der ersten 
Stelle, Ca mit 3'21" an der zweiten und dann erst folgen K mit 4'39" und 

1 ) Das SO 4 — Ion bezieht sich auf die Mg-Salze. 
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Na4'40". Von den Salzen, die fiir die Pf lanzener nah- 
rung wichtig sind, fordern Mg(N 03)2 und Ca(N 03)2 die Dur- 
chlassigkeit des Plasmas fiir Wasser am besten. 

Salzgemische 

Bekanntlich findet in Salzgemischen eine gegenseitige Beeinfiussung 
der Permeationsgeschwindigkeit der Salze statt. Gut eindringende Salze 
fordern die Aufnahme schwer permeirender Salze, wenn sie den letzteren 
in kleinen Mengen zugesetzt werden (Kaho 1921, 1923, LundegIrdh und 
Moravek 1924). Andererseits tritt Mufig in Salzkombinationen der sog. 
lonenantagonismus hervor, eine gegenseitige Hemmung der Aufnahme. 
Es war von Interesse zu prlifen, inwiefern dieses lonenphanomen bei der 
Wasserfiltration zum Vorschein kommt. 

Die Salzgemische bei alien untenangeflihrten Versuchen sind isoto- 
nisch 0,3 mol KNOs . Die Salzgemische sind aus den Losungen isotonisch 
0,3 mol KNOs ohne Verdiinnung kombiniert. Hinter jedem Salz steht in 
Klammern die mittlere Deplasmolysezeit der in seiner reinen Losung 
(isotonisch 0,3 mol KNO 3 ) bewirkten Plasmolyse. Mittlere Deplasmolyse- 
zeiten sind die Mittelwerte aus 12-14 Einzeldeplasmolysezeiten. 

C. Kombinationen zweier Salze 

1. 5ccm KCNS (2G2''0+1 ccm CaCIo (6^33'0- Mittlere Deplasmolysezeit des Gemi- 
sches 3^56"'^ , berechnet 2 ^ 45 ^^, Das Gemisch hemmt die Wasserfiltration urn ca 
25%. b 

2. 5 ccm KCNS (do) +1 ccm CaBrs (2'44'0. M. Depl-z.-lW^ berechnet-~2'17'^ 
Zunahme der Wasserpermeabilitat um ca 23%. 

3. 5 ccm KCNS (do)-Mccm Ca(NO02 M. Depl-z.— 2G1^^ berechnet— 

Die Zunahme der Wasserpermeabilitat liegt innerhalb der Pehlergrenze. 

4. 5 ccm KCNS (do)+2ccm Ca-Azetat M. Depi-z. des Gemisches— 3^46^^, 

berechnet 3''40^^. W asserpermeabilitat unbeeinfiuBt I 

5. 2 ccm NaBr (3^8^'') -{-1 ccm Ca-Azetat (7''20/^). M. Depl-z. des Gemisches 6 ^ 12 ^^, 
berechnet 4''32^^. Abnahme der Wasserpermeabilitat um ca 11%. 

6. 2 ccm NaBr (do)+lccm Ca(CNS)2 (2^3'0* DepPz. d. Gem.— 3^59^^, berechnet 
2^46^^. Abnahme um ca 25%. 

7. 5 ccm NaBr (do)+lccm Ca(N03)2 (3'2P0- M. Depl-z. d. Gem.— 4^22'^ berechnet 
— 3G0'^ Abnahme um ca 14%. 

8. 6 ccm NaBr (do) +1 ccm CaCU (6^33^0- M. Depl-z.— 7-'24^^, berechnet— 3^32''^. 
Abnahme um ca 81%. 

9. 4 ccm KNO3 (4-'42'0+l ccm MgCh (3''59^0- Depl-z.— berechnet— 4^29'^. 
Zunahme um ca 10%. 

10. 4ccm KNO3 (do)+l ccm Mg(N03)2 (2^27-'0. M. Depl-z. -3^47^/, berechnet- 4^3 
Zunahme liegt innerhalb der Pehlergrenze. 

11. 4 ccm KNO3 (do -1-1 ccm MgBro (4''42^0- P^pl"Z.— 2^63^^, berechnet— 4^42^^. Die 

Zunahme der Geschwindigkeit der Wasserfiltration um ca 31%. 


1) Bei dem Ausrechnen der %%, ist uberall der Versuchsfehler abgezogen. 
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12. 4ccm KNO3 (do)+l cctn Mg-Azetat (4^21^0. Depl-z, des Gemisches— 
berechnet--4^38/^. Abnabme der Wasserpermeabilitat um ca 3%. 

13. 2ccm KNO3 (do)+lccin MgSO^ (6/54^0- M. Depl-z.-V^?''^ berechnet— 5^30'^ 
Abnabme um ca 30%. 

14. 5ccm KJ (1'55'0+lccm CaCb (5^33''0‘ M. Depl-z. berechnet— 2^31^^ 
Zunahtne um ca 18%. 

15. 5cem KJ(do)+lccm MgCU (3W0. M. Depl-z.—VSS''^ berechnet— 2^12'^ Die 
Zunahme liegt innerhalb der Fehlergrenze. 

16. 6ccm KJ (do)-bl ecm MgS04 (6'54'0. M. Depl-z.— berechnet— 2''35^^ Keine 
Beeinflussuzig ! 

n. 5ccm KJ (do)+lcem Sr CL (6^47^0* M. Depl-z, — 2'23'^ berechnet— 2^4^^ Die 
Zunahme der Wasserpermeabilitat liegt innerhalb der Grenze des Versuchs- 
fehlers. 

18. 5ccm KJ (do)+lccm BaCL (4'55'0. M. Depl-z.-2'38^', berechnet-2/45/A Die 
Abnabme der Wasserpermeabilitat liegt innerhalb der Grenze des Versuchs- 
fehlers. 

19. 4ccm NaCNS(2^8^0+lccmMgCl2 (3^39^0. M. Depl-z.-S/22/^ berechnet-2W^ 
Die Abnabme der Wasserfiltration betragt ca 21%. 

20. 4ccm NaCNS (do)+l ccm CaCIj (5'33^0* M. Depl-z.-4^54>'/, berechnet--2/49/^ 
Die Abnabme betragt ca 66%. 

21. 4 ccm NaCNS (do)+lccm SrCL (6M7^0- M. Depl-z.~4-'42>'^ berechnet 3^4^^. Die 
Abnabme der Wasserfiltration durcb das Gemiscb betragt ca 32%, 

22. 4ccm NaCNS (do)+l ecm BaCL (4^65''0- M. Depl-z.~'2'34'^ berechnet -2^4V'. 
Die Abnabme liegt innerhalb der Grenze des Versuehsfeblers. 

Zusammenstellung von Kombinationen zweier Salze. 


KCNS 

+ 

Ca>Salze 

Br NOg 

Cl .Azetat 




+23% 0 

-25% 0 


KJ 


Chloride der Erdalkalien 




Mg Ca 

Sr Ba MgS04 



0 +18% 

0 0 

0 

KNO3 

+ 

Mg-Salze 

Br NO3 

Cl Azetat 

SO. 



+ 31% 0 

+10% +3% 

-30 

NaCNS 

+ 

Chloride der Erdalkalien 




Mg Ca 

Sr Ba 




--21% -66% 

-32% 0 


NaBr 

+ 

Ca-Salze 




CNS NO, CL Azetat 
-26% -14% -81% -11% 


Die Zusammenstellung yon Kombinationen aus zwei Salzen zeigt, dafi nur 
die Gemische der Kaliumsalze mit den Erdalkalien die Permeabilitat 
des Plasmas fUr Wasser erhohen (in 5 Fallen, mit + bezeichnet). In der 
Halfte der Fdlle wird die durcb das K-Salz, als das Hauptsalz, bewirkte 
Wasserpermeabilitat durcb die zugesetzten Erdalkalien nicbt herabgesetzt 
(mit 0 bezeichnet). Nur in zwei Fallen sehen wir eine Verminderung der 
Permeabilitat. 

Obwohl filr diese Versuche gut permeirende Salze, als Hauptsalze 
gewahlt werden, sehen wir in den Kombinationen mit den Na-Salzen, mit 
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Ausnahme eines Falles (0), tiberall eine starke Herabsetzung der Wasser- 

durchlassigkeit (mit bezeichnet). 

D* Kombinationen mit drei Salzen 

23. 8ccm NaCNS (2/8'0 + lccm MgClo (3^39/0 + 1 ccm CaClo (6^33-'0* Mittlere Dept- 
asmolysezeit— 2^16^^, berechnet— 2^41^'^, Die kleine Zunahme ist in den Grenzen 
des Versnchsfehlers. 

24. 8ccm NaCNS (do)-}-lccm CaCb (S^SS^O+l ccm MgS 04 M. Depl-z.-lW^, 

berechnet~2'6D'. Zunabme der Wasserpermeabilitat um ca 24%. 

25. 8 ccm NaCNS (do)+lccm MgCb (3^39''0+l ccm BaCU (4/55''0‘ M. Depl-z.— 
berechnet— 2'34^^. Abnabme der Wasserpermeabilitat um ca 45%. 

26. 8 ccm NaNOg (4a4/0+lccm CaClo (6^53^0+1 ccm MgSO^ (5W0. M. Depl-z.- 
3^54^^ berechnet— 4^32^^. Kleine Zunahme der Permeabilitat um ca 4%. 

27. 8 ccm NaNOg (do)+2ccm CaCL (do) +2 ccm MgSO^ (do). M. Depl-z.— 3^26''/, 
berechnet— 4^44^"^. Zunahme um ca 24%. 

28. 8 ccm NaNOg (do) + 1 ccm SrCL (6M7''0 + 1 ccm MgCD (3''39^0» Depl-z.->-3''7^^ 

berechnet “4''26^^ Zunahme um ca 18%. 


Zusammenstellung der Kombinationen mit drei Salzen 


1. 

2. 

8 NaCNS 

J * 

+ 

1 MgCL 

1 CaCL 

+ 

-U 

1 CaCL 

1 MgSO^ 

- 0 

— >|_ 

24% 

+ Zunahme 

3. 



1 MgClg 

+ 

1 BaCL 

— — 

45% 

- Abnahme 

0 Indifferent 

4. 

8 NaNOg 


1 CaCL 

+ 

1 MgS 04 

- + 

4% 


6. 

>> 


2 CaClo 

+ 

2 MgS 04 

— + 

24% 


6. 

f 7 

+ 

1 SrCL 


1 MgCL 

— H- 

00 



im Gegensatz zu den Gemischen aus zwei Salzen sehen wir bei den 
Kombinationen mit drei Salzen (mit denselben Hauptsalzen NaCNS und 
NaNOs) fast tiberall eine Zunahme der Wasserpermeabilitat. Unter 6 
Fallen sind 4 Zunahmen, ein Pall indifferent und eine Abnahme. Die 
beiden letzteren ergaben sich, wenn die zugesetzten Erdalkalien beide 
Chloride sind, Es ist bemerkenswert, daS eine Zunahme der 
Permeabilitat in dem Falle stattfindet, wenn alle 
lonen verschieden sind. 

E. Kombinationen mit 4-7 Salzen 
Chloride der Alkalisalze 

29. 1 RbClO (4'20"+l KCl (4'33/0+l NaCl (4'62")+l LiCl (6'44'0. Pl-f.-konk.- 
krampf. M. Depl-z.— 6''32'', berechnet-4'’62''. Die kleine Abnahme der Piltra- 
tionsgeschwindigkeit liegt in den Grenzen des Versuehsfehlers. 

Chloride der Alkalierden 

30. lCaCl2(5Wb+l MgCL (S'SO'O+l BaCl. (4/B5^0+l SrCk (6'47'0. Pl-f.-konk.- 
krampf. M. DepI-z.-6W‘', berechnet-5'l3". Abnahme d'er Wasserpermeabilitat 
um ca 6%. 


1) 1 RbCl bedeutet 1 ccm RbCi usw. 
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Ver schiedene Alkalisalze, ohne Alkalierden 

31. 1 KCl (4^33^0+1 NaNOs (4^14/0+1 KHoPO^ (4^30^0 + 1 NaoSO, (9^1//). Pl-f -konk. 
M. Depl z.— 4^4^^^, berechnet— Zunahme der Wasserpermeabilitat um ca 
10 %. 

Alkalisalze und Alkalierden 

32. 1 KCl (4/33^04-1 NaNOs (4/14^0+ MgSO, (5^54, '0 + 1 CaClo (6^33'0- Pl-f.-konk. M, 
Depl*z."*2'51", berechnet— 5'3". Zunahme der Permeabilitat um ca 57%. 

Indennachstehendenvier Versuchen sind alle lonender Nahr- 
galze (auch Na-und CMon), mit Ausnahme des Eisensi)j, vertreten. 

33. IKCL (4'33'0+l Ca (NOs)^ (3'21'0+1 KNO.t C4'39'0+1 KH 2 PO 4 (4'30'0+MgSO4 
(5'54'0- Pbf.—konk. M. Depl*z."2''35", berechnet— 4'35". Zunahme der Wasser- 
permeabilitat um ca 65%. 

34. 2 CaC]2(5'33'0+l NaNO3(4'14'0+l KC1(4'S3'0 + 1 KH2PO4(4'30'0 + l 3V3gSO4 (5'54'0 
+1 MgCU (3'33'0* Pl-f.-konk. M. Depl-z.— 1'53", berechnet—3'54". Zunahme 
der Piltrationsgeschwindigkeit um ca 100%. 

36. 2 KNO 3 (4'39'0 + l Ca (NOn)o (3'21'0+1 KH 2 PO 4 (4'30'O+l KCl (4'33'0+l CaCL 
(E'33'0 + 1 MgClo (3'39'0+l MgS 04 (5'54'0- Pl-f.-konk.; M. Depl-z.-2'23", 
' berechnet“4'36". Zunahme der P iltr.— Geschw. um ca 69%, 

36. 1 CaClo (6'33'0+l CaCNO^)" (3'21'0+1 MgCL (3'39'0+l KCl (4'33'0+l KH 0 PO 4 
(4'30") + MgSO 4 (6'54'0- Pl-f.— konk. ; M. Depl-z.— 2'56" bereebnet— 4'35". Zunahme 

der Wasserpermeabilitat um ca 40%. 

Ohne Ca-Salze 

37. 1 SrCk (6'47'0+1 BaCL (4'66'0+l MgCL (3'39'0+l Sr(N 03 > (4'33'0+l KHnP 04 
(4'30'O + l KC1(4'33'0. PLf.-konk.-krampf. M. DepLz.-6'5", berechnet-4'k". 
Die kleine Abhahme der Permeabilitat liegt innerhalb der Grenze des Versuchs- 
fehlers. 

Ein Getnisch von Salzen mit denselben Anionen, wie die 
Chloride der Alkalisalze (N° 29) Oder die der Alkalierden (N° 30), begiln- 
stigt nicht die Wasserfiltration, in beiden Fallen ergibt sich eine kleine 
A b n a h m e der Permeabilitat. Dagegen bewirkt eine Kombination der 
Alkalisalze mit verschiedenen Anionen unter sich, schon eine 
kleine Zunahme der Permeabilitat (N° 31). Die Filtrationsgeschwindig- 
keit steigt betrachtlich in dem Palle, wenn in den Kombinationen Alkali- 
salze und Alkalierden mit verschiedenen Anionen ver- 
treten sind (N° 32). 

Insbesondere hohe Wasserpermeabilitat bewirken 
die Kombinationen der lonen der Nahrsalze: K-,Ca-,Mg-, 
H2P04-> NO3-, SO4- Ion, sowie auch das Na- und Cl- Ion, zum besseren 
physiologischen Gleichgewicht der Losungen. (N° 33-36). In einigen 
Fallen wird die Wasserfiltration bis um 100 fo beschleunigt (s. 34) im 

Vergleich mit dem Mittelwert aus den einzelnen Deplasmolysezeiten. 

Der Versuch CaC ]2 und Ca(N 03)2 durch die betreffenden Sr-Salze zu 
ersetzen, fiihrte zu einer kleinen Abnahme der Wasserpermeabilitat 
(N° 37). 

1 ) Da die Konzentration der Eisen-Ionen in Nahrlosungen, mit der der anderen 
lonen vergliehen, sehr niedrig ist, so kOnnen wir ihie Wirkung bezuglich der Was- 
serp 8 rmeabiUtS,t unberUcksichtigt lassen. 
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SchluQbetrachtungen 

Die vorliegenden Versuche haben wenn auch in groben Umrissen, 
gewisse GesetzmaBigkeiten der Salzwirkungen in bezug auf die Wasser- 
psrmeabilitat ergeben. Mit den hohen Konzentrationen der Salze, die in 
Bodenlosungen in der Eegel nicbt vorkommen, und mit der gewaltsamen 
Methode der Plasmolyse sind Bedingungen geschaffen, die im natiirlichen 
Leben der Pflanze nie stattfinden. 

Ich wilrde es nicht wagen zu behaupten, da8 die mit der plasmolyti- 
schen Methode gef undenen GesetzmaBigkeiten fiir nattlrliche Bedingungen 
gewisse Geltug haben, wenn nicht eine ganze Reihe von Autoren (s. die 
Zusammenstellung der Literatur bei LundegaRDH 1932) mit dieser Me- 
thode zu Ergebnissen gelangten, die spater mit besseren Methoden be- 
statigt wurden. So sagt LundeGaRdh in seiner Monographie ,,Die 
Nahrstoffaufnahme der Pflanze“ (1932) folgendes : ,,Als Hauptergebnis 
der in diesem Kapitel gegebenen Literaturiibersicht iiber Permeabilitats- 
fragen scheint hervorzugehen, daS bei der Aufnahme.von Elektrolyten in 
die Pflanzenzelle ganz generelle GesetzmaBigkeiten obwalten die in naher 
Beziehung zu den allgemeinen chemisch-physikalischen Eigenschaften der 
lonen stehen. Wichtig und in methodischer Hinsicht interessant erscheint 
mir hierbei die Tatsache, daB die mit den theoretisch nicht unanfecht- 
baren Plasmolyse- und Gewebespannungsmethoden erreichten Resultate 
vielfach dureh andere und zuverlassigere Methoden bestatigt wurden, und 
daS die bei starken Losungen und unter gewaltsamer Stdrung des Quel- 
lungsgrades des Plasmas beobachteten Permeabilitatserscheinungen doch 
in grofien Zugen bei der Wirkung verdunnter Losungen unter natiirlichen 
Imbibitionsverhaltnissen des Plasmas wiedergefunden werden“. 

Ich glaube, daS die Ergebnisse dieser Versuche gewisse Richtlinien 
fiir eine vorlaufige Orientierung, soweit sie die Salzwirkung betrifft, bei- 
tragen werden. 

Fiir die Untersuchung der Aufnahme der Stoffe in die Zelle haben 
wir eine Auswahl von Methoden, von denen die chemische Analyse die 
zuverlassigste ist. Bei der Untersuchung der Wasserpermeabilitat sind 
wir in erster Linie auf die plasmolytische Methode angewiesen. Die Ge- 
webespannungsmethode wilrde gewisse Vorteile bieten, man miiBte aber 
dabei die Elastizitatsverhaltnisse der Zellwande des Objektes genau ken- 
nen, was eine Frage fiir sich ist, 

Ist bei der Anwendung ker plasmolytischen Methode Plasmolyse 
Oder Deplasmolyse mehr geeignet fiir die Untersuchung der 
Wasserpermeabilitat? 

Hofler (1930) fand, daB ,,die Wasserpermeabilitat ist wahrend der 
Deplasmolyse vielleicht groBer als wahrend der Plasmolyse ist“. Huber 
und Hofler (1930) sagen: ,, wir sind also der Uberzeugung, daS die 
Deplasmolyse als solche Bedingungen schaffen kann, die die urspriingliche 
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Wasserpermeabilitat des Plasmas bedeutend erhohen". De Haan (1933) 
findet, daS die Wasserpermeabilitat bei der Deplasmolyse sich manchmal 
mehr als dreimal gegeniiber der Plasmolyse vergroSert. Kbnnen wir die 
Wasserfiltrationsgeschwindigkeit bei der Plasmolyse als eine urspriing- 
liche, als eine normalen Bedingungen entsprechende Wasserbewegung 
ansehen, insbesondere wenn man die Plasmolyse in einer Zuckerlosung 
ausfiihrt ? Icb glaube nicht, und zwar aus folgende Griinden. 1) Walter 
(1923) hat in einwandfreier Weise gezeigt, daS in RohrzuckerlSsungen 
immer eine weitgehende Entquellung des Plasmas eintritt. Bei den 
Karposporen von Lemanex tritt in der Zuckerlbsung eine Volumvermin- 
dercing des Plasmas infolge der Entquellung ein wie folgt : 



Rohrzucker 



In Wasser 

1/2 mol 

Imol 

Gesattigte LOsung ungef , 




2,6 mol 

1,39 

1,24 

1,00 

0,68 


Das Plasma wird also in der Saccharoselosung (bzw. in 
einer Monoseldsung) wahrend der Plasmolyse immer mehr 
undmehrverdichtet. 

2) Infolge der Kontraktion, nimmt die Dicke des Plasmas zu. Naeh 
De Haan (l.c.) nimmt das Plasma der Zwiebelschuppenzellen von Allium 
Cepa (in 0,646 mol Saccharose 15 Min. plasmolysiert) wahrend der Deplas- 
molyse in Wasser bis 5/8 (62,5 5^) an Dicke ab. Dieses zeigt, da(i be i der 
Plasmolyse das Plasma derselben Zellen an Dicke 
etwa urn 5/8 des Anf angswertes zunehmen wiirde. 

3) Auf das Abheben des Plasmas von der Zellwand wird (auch in 
dem Falle, wenn die Volumverminderung plasmometrisch verfolgt ward- 
en kann) ein gewisser Teil der osmotischen Energie verbraucht und die 
Piltrationsgeschwindigkeit entsprechend herabsetzt. Das Plasma ist bei 
alien Pflanzen mit der Zellwand mehr oder weniger dicht verbunden. 

Nach Hansteen-Cranner (1922, 1925) stellt die Zellwand ein kolloides 
Netzwerk dar, welches von einem Gertist locker bindender und sich 
chemiseh verandernder Plasmastoife durchsetzt ist. 

Bei der Plasmolyse wird das Plasma von der Zell- 
wand abgerissen (vgl. Hecht, 1912), insbesondere wenn 
die Plasmolyse mit einer Zuckerart oder mit einem 
quellungshemmenden Salz ausgeftxhrt ist. Durch diese 
Stoife werden Plasmafaden, die die Zellwand durchsetzen, entquollen 
(verdichtet) und das Abreifien des Plasmabelages erschwert. 

4) Mono- und Disaccharide sind als Plasmolytika fur das Plasma 
ganzlich unschadlich. Es wird still schweigend angenommen, daB bei der 
mit diesen StofEen ausgefiihrten Plasmolyse die Wasserfiltrationsgesch- 
windigkeit als die fiir das Plasma normale oder ,,ursprtlngliche“ anzu- 
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sehen sei. Dieses ist unrichtig, Tatsachlich ist in diesem Falle die Was- 
serpermeabilitat stark herabgesetzt. 

Abgesehen von der entquellenden Wirkung (Walter l.c.), werden 
durch Saccharose und Monosaccharide Oberflachenphosphatide gefallt, 
wodurch eine Verdichtuug der Plasmaoberflache zustande kommt. 

KtiSTBR (1909, 1910) beobaehtete die Bildung einer starken Haptogen- 
membran bei Kuchenzwiebelzellen, wenn sie langere Zeit in einer 1 mol 
Saccharoselosung plasmolysiert wurden. Nach Weis (1925) bewirkt 
Gliikose eine Pallung der Kolloide der Plasmaoberflache, wobei dieser 
Zucker nach seiner Aktivitat eine Stellung zwischen K und Mg einnimmt. 
Hansteen-Cranner (l.c.) fand, dafl 0,5 mol Gliikose in loslichen Frak- 
tionen der Phosphatide Fallungen hervorruft. 

Bekanntlich verltiuft die Plasmolyse in den LOsungen verschiedener 
Zucker viel langsamer als in isotonischen Salzlosungen . In der Eegel hangt 
dieses nicht von dem langsamen Eindringen der Zuckerlbsungen durch die 
Zellwand ab, da auch die nachherige Deplasmolyse in Wasser, verhaltnis- 
mSSig doch langsam vor sich geht. Man kann sich durch Versetzen der 
Zuckerlosung mit einem indiiferenten Farbstoff^’ leicht davon iiberzeigen, 
daB sie (Saccharose, Gliikose, Fruktose) bei der Plasmolyse die Zellwand 
leicht passiert. Die Ursachen der Langsamkeit der Plasmolyse in Zucker- 
iQsungen sind folglich a) Entquellung des Plasmas durch das Plasmolyti- 
kum, b) Fallung der Oberflachenphosphatide (Bildung einer dichteren 
Oberflachenschicht). Nach der Plasmolyse zu beurteilen, gleichen die 
Zuckerlosungen stark entquellendwirkenden Salzen, wie die Zitrate und 
Sulfate. In den vorliegenden Versuchen setzt die Sac- 
charose die Wasserf iltration etwas mehr herab, als das 
stark entquellendwirkende Li-Sulfat! Der Unterschied zwi- 
schen den Wirkungen der entquellendwirkenden Salze und Zuckerlosun- 
gen (vorausgesetzt eine plasmolysierende Kontzentration) besteht darin, 
daB die Salze, wenn auch langsam in die tiefere Plasmaschichten eindrin- 
gen und friiher oder spater, als kolloidaktive Elektrolyte, eine irrever- 
sible Plasmakoagulation bewirken. Die verdichtende Wirkung der Zuc- 
kerlosungen bezieht sich nur auf die Phosphatide, die das Plasma unter 
Umstanden auch ausscheidet (Hansteen - Cranner l.c. 1925, 1926, 1927). 
Auf Grund dieser Ausfiihrungen halte ich, dafi Plasmo- 
lyse, insbesondere wenn sie in einer Zuckerlosung 
ausgefiihrt wird, wenig zum Studium der Wasserper- 
meabilitat geeignet ist. 

Die stark herabgesetzte Wasserpermeabilitat bietet wohl gute Mog- 
lichkeiten fiir Messungen, ein groBer Nachteil dabei ist aber, daB man 
nicht imstande ist den Versuchsfehler auch nur annahernd zu schatzen. 


1) Mann kann einen kolloiden Parbstoft nehmen, die Parbteilchen sind dann 
bedeutend grdlier als die Zackermolekiile. 
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Deplastnolyse hat gegenUber der Plasmolyse fur die Untersuchung der 
Wasserpermeabilitat gewisse Vorteile. Man kann das Plasmolytikum nur 
kur2e Zeit auf das Plasma einwirken lassen. So genilgte in den vorlie- 
genden Versuchen eine Plasmolysezeit von 5 Min. in den quellungsfhrd- 
ernden Salzlosungen, und 7 Min. in den quellungshemmenden. In einigen 
Salzlosungen werden bei der Anwendung starker Konzentrationen schon 
nach 15-20 Min. die Wasserhtlllen der Plasmakolloide durchbrochen und 
die Permeabilitat stark herabsetzt. Dieses bezieht sich besonders auf die 
Zellen, die einen diinnen Plasmabelag haben. So z.B. haben Zwiebel- 
epidermiszellen, wenn sie in NaCl-, LiCl- oder NH4CI- Losungen 0,5 mol 
6-8 Min. plasmolysiert werden, eine Deplasmolysezeit von 3-5 Minuten. 
Verbleiben die Zellen 15-30 Min. in Plasmolytikum, so kann die Deplasmo- 
lysezeit drei bis vier mal langer dauern. Wie es mir scheint, diirfte man 
eine plasmolysierende Salzlosung nicht langer als 8 bis 10 Minuten auf das 
Plasma einwirken lassen, wenn man nicht eine stark veranderte Dureh- 
lassigkeit haben will.^' 

Ich habe ferner den Eindruck, als gehe bei der Deplasmolyse in Was- 
ser die Expansion des Plasmaschlauches viel leichter vor sich, und als 
werde darauf weniger Energie verbraucht, als auf die 
Kontraktion bei der Plasmolyse. Es scheint mir, daS die Dislokation der 
Teilchen des entquellenden Plasmas bei der Plasmolyse mehr Energie ver- 
braucht, als bei der Aufquellung wahrend der Deplasmolyse. 

Zusammenfassend rniiSte die Deplasmolyse in Wasser, nach der Plas- 
molyse in Zucker- oder entquellendwirkenden Neutralsalzlosungen immer 
schneller vor sich gehen, als die Plasmolyse. Die Deplasmolyse ist mit 
einer Wiederaufquellung der Plasmakolloide verbunden und durch eine 
aufgequollene Membran osmiert das Wasser schneller als durch eine ent- 
quollene. Es ist aber fraglich, ob der ursprungliche Quellungsgrad bei 
diesen Bedingungen erreieht wird. 

Wenn die Plasmolyse in einer quellungsfSrdernden Salzlosung (z.B. 
KNO3) langsamer verlauft als die nachherige Deplasmolyse in Wasser, so 
zeigt dieses deutlich, wie weit Nebenumstande (Anhaften des Plasmas an 
der Wand u. and.) die Wasserbewegung bei der Plasmolyse beeinflussen 
kOnnen. Ein Salz, das die an der Zellwand anhaftende Plasmaschicht 
auflost, wie das sehr stark quellungsfbrdernde K-Rhodanid, bewirkt eine 
fast gleichschnelle Plasmolyse und Deplasmolyse in Wasser. In den Alkali- 
sulfaten und -zitraten dagegen geht die Plasmolyse langsamer vor sich, 
als die Deplasmolyse, da diese Salze die die Zellwand durchsetzenden Plas- 
mafaden verdichten und das AbreiBen des Plasmas erechweren. Somit 

1) Es ist neiierdings eine interessante Arbeit von Levitt, Scarth u, Gibbs 
(Protoplasma 26, 1936) Uber die Wasserpermeabilitat naekter Protoplasten er- 
schienen. Leider werden in derselben die Zellen der Zwiebelschuppen in stark hyper- 
tonischen Ldsungen (NaCl + CaGlg) ZO-'SO Min. lang plasmolysiert. In einigen Fallen 
dauerte die Plasmolyse sogar I V 2 Stunden ! 



1937 Ein Beitrag zur Kenntnis der Wasserpermeabilitat des Protoplasmas 145 

miiSte theoretisch der Unterschied zwischen der Plasmolyse- und Deplas- 
molysezeit nach der lyotropen Reihe CNS-»S 04 zunehmen. Um eine tiber- 
sicht ilber die storenden Umstande bei der Plasmolyse zu gewinnen, mlifite 
man in erster Linie untersuchen, wie sich das Verhaltnis zwischen den 
Geschwindigkeiten der Wasserbewegung bei der Plasmolyse und der De- 
plasmolyse bei der Einwirkung verschiedener Salze andert wird. 

Gehen wir nun zur kurzen Betrachtung der Ergebnisse. Das d e u t- 
liche Hervortreten der lyotropen AbhS,ngigkeit bei 
den Alkalisalzen und Alkalierden zeigt in klarer Weise, 
dafi bei den Salzwirkungen auf die Wasserpermeabi- 
litat in erster Linie physikalisch - chemische Gesetz- 
mafiigkeiten mafigebend sind. Wir konnen hier nur von einer 
physikaliseh-chemischen, aber nicht von einer physiologischen Wasser- 
permeabilitat sprechen. LundeGardh ist als erster in einer interessanten 
Studie zu ahnlichen Folgerungen gekommen, als noch keine speziellen 
Untersuchungen iiber die PermeabilitStsprozesse vorlagen. Er sagt (1911, 

s. 94) ; ,,dafi bei dem EinfluS der Salze auf die PermeabilitSt 

fiir Wasser ..... wohl eine lyotrope Reihenfolge erwartet werden kann, 
dafi es sich aber anderseits bei der PermeabilitSt um so viele zusammen- 
stoBende Faktoren handelt, daB der additive EinfluB raehr oder weniger 
verschleiert werden kann und muB“. Bei seinen Versuchen kam die 
lyotrope Abhangigkeit nicht geniigend deutlich zura Vorschein. De Haan 
( l.c.) findet die HOFMElSTER’sche Reihenfolge fiir die Wasserpermeabi- 
litat bei der Einwirkung folgender Salze (unten Deplasmolysezeiten) : 

KCNS KNOs K 2 SO 4 

6'24" 9'28" 10' 

Die Anzahl der Anionen ist hier zu klein um mit Sieherheit ihre lyotrope 
Wirkung nachzuweisen, iibrigens liegt der Wirkungsuntersehied bei den 
zwei letzteren Salzen in den Grenzen des Versuchsfehlers. Eine grSBere 
Anzahl von Salzen (etwa 50), die bei unseren Versuchen angewandt ward- 
en, zeigt daB nicht nur bei alien Alkalisalzen, sondern auch bei den Alkali- 
erden der lyotrope EinfluB der Salze der Wasserpermeabilitat gegeniiber 
sich sehr deutlich auBert. Es ist dabei hervorzuheben, daB Erdalkalien 
bei gegebener Konzentration die Wasserbewegung durch das Plasma etwas 
mehr begilnstigen, als Alkalisalze. 

Ein groBes Interesse bietet die Wirkung der Salzkombinationen. K+ 
Erdalkalien (Gemische aus zwei Salzen) erhbhen ungef . in der Halfte der 
Falle die Wasserpermeabilitat, in den iibrigen Fallen wirken sie indiffe- 
rent, d.h. die Deplasmolysezeit ist annShernd ebenso lang, wie die aus den 
Deplasmolysezeiten der Komponenten berechnete. 

Na -I- Erdalkalien setzen in alien Fallen die Perraeabilitat fiir Wasser 
herab. Gemische aus drei Salzen (Na+Mg+ Ca, bzw. Ba oder Sr) bewirken 
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imtner eine Erhohung der Bewegungsgeschwindigkeit des Wassers, wenn 
die Kationen mit verschiedenen Anionen verbunden sind. Wenn. im Ge- 
misch das Cl-Ion zweimal vertreten war, so ergab sich eine Verminderung 
der Permeabilitat. Wenn im Gemisch vier oder mehr Salze vorhanden 
waren, so ergab sich folgendes : Alkalisalze oder Erdalkalien mit densel- 
ben Anionen bewirkten eine Abnahme der Permeabilitat. Waren die Al- 
kalisalze im Gemisch mit verschiedenen Anionen, so ergab sich eine kleine 
Zunahme der Wasserbewegung. Die letztere wurde stark erhoht, wenn 
auf das Plasma Alkalisalze und Erdalkalien mit verschiedenen Anionen 
einwirkten Die groSte Zunahme der Permeabilitat fiir Wasser ergab sich, 
wenn im Plasmolytikum alle lonen der Nahrsalze (auch das Na- und Cl-Ion) 
vorhanden waren. In einigen Fiillen kam dann die Osmosegeschwindigkeit 
des Wassers der von den Rhodaniden bewirkten gleich (vergl. Salzkombin. 
33-35). 

Es entsteht nun die Frage, inwiefern die gefundenen Gesetzmafiig- 
keiten der Salzwirkungen fiir naturliche Bedingungen mafigebend sind. 

Obwohl Plasmolyse ein gewaltsamer Akt und ein grober Eingriff in 
die feinere Zellmechanik ist, haben die Versuehe doch gezeigt, dafi die 
Permeabilitat des Plasmas fiir geloste Stoffe sich wahrend der Plasmolyse 
bzw, Deplasmolyse nicht qualitativ verandert und in den Hauptziigen 
bestehen bleibt. So hat man mit der Plasmolyse (Fitting 1915, Trondle 
1918) und mit der Gewebespannungsmethode (Kaho 1921, 1923) gefunden, 
dafi die Aufnahme der Neutralsalze nach der lyotropen Reihenfolge vor 
sich geht. Niklewski, Kraus und Lemanczyk (1928) zeigten, dafi die 
Aufnahme von Salzen aus schwachen Losungen (0,025 n) durch Gerste 
nach der Reihenfolge NOa > Cl > SO 4 > H 2 PO 4 erfolgt. LundegIrdh 
(1932) fand auf Grund ausgedehnter Versuehe, dafi Weizenpflanzen aus 
K-Salzen (0,01 n-0,005 n) im Laufe von 6 Tagen folgende Mengen der Salze 
aufnahmen : KNO 3 - 2,120 mg ; KCl-1,691 mg ; KH 2 P 04 - 1,612 mg ; K 2 SO 4 - 
1,268 mg. Nach diesen Daten beeinflussen die Anionen die Aufnahme 
nach der lyotropen Reihenfolge : N 03 >C 1 >H 2 P 04 >S 04 . Ferner haben 
Wieringa (1930), Tsung-Le Loo (1931) und and, bei verschiedenen 
Objekten gezeigt, dafi die Aufnahme der Salze aus schwachen (physiolo- 
gisch normalen) Losungen nach der lyotropen Reihenfolge vor sich geht. 
Aus dem Angefiihrten ist zu sehen, dafi mit Methoden, die natiirlichen 
Bedingungen sehr nahe stehen, Ergebnisse gewonnen sind, die mit den 
Resultaten der Plasmolyseversuche im vollen Einklang stehen. Ich will 
damit nicht behaupten, dafi die Plasmolysemethode fiir die Untersuchung 
der Permeabilitat geeignet ist. Man kann mit dieser Methode die Haupt- 
gesetzmafiigkeiten, so zu sagen, nur in groben Umrissen aufklaren. 

Pflanzenzellen sind bestandig in Kontakt mit Elektrolyten, die im 
Grundwasser geldst sind und mit dem Transpirationsstrom in der Pflanze 
weiter befordert werden. 
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Vorausgesetzt, daS die Permeabilitat in unseren Versuchen sich qua- 
litativ nicht geandert hat, bleibt doch ein groBer Unterschied bestehen 
zwischen den Versuchsbedingungen und den naturlichen Verhaltnissen, 
bei welchen Zellen in der Regel mit sehr schwachen Losungen in Beriih- 
rung kommen. Die Frage ist also, wie wiirden sich die gefundenen Ge- 
setzmaBigkeiten mit der Konzentration Verminderung der Liisungen 
andern. Man kbnnte, denken, daB in schwachen Losungen, analog der 
Salzaufnahme, die GesetzmaBigkeiten im GroBen Ganzen bestehen bleiben, 
die Wirkung der Salze (resp. Salzgemische) aber schwacher wird. Man 
muB dabei in Betracht ziehen, daB in unseren Versuchen die Salze nur 
eine kurze Zeit (5-7 Min.) auf das Plasma einwirkten, und dafi das Objekt 
einen auBerordentlich dicken Plasmabelag hat. Anderseits konnen in 
naturlichen Bedingungen schwache Elektrolytlosungen einen starkeren 
EinfluB auf das Plasma ausuben, als man das aus ihrer Konzentration 
schlieBen konnte, da 1. die Losungen die ganze Zeit mit Plasma im Kontakt 
sind und 2. die Zellen in der Regel einen diinnen Plasmabelag haben. 

Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse 

1. Es wurde die Beeinflussung der Wasserpermeabilitat der Pflan- 
zenzellen durch Neutralsalze mit der plasmolytischen Methode untersucht. 
Es wurden Staubfadenhaare von Tradescantia virginica in NeutralsalzlS- 
sungen, isotonisch 0,3 mol KNO3 , im Laufe von 5-7 Minuten plasmoly- 
siert, und die Zeiten der Deplasmolyse in Leitungswasser bestimmt. 

2. In der AbhSngigkeit vom Anion nimmt bei den Alkalisalzen das 
Vermbgen die Wasserosmose zu fordem, nach den folgenden lyotropen 
Reihenfolgen ab : 

Kaliumsalze CNS, J]> Br, Azetat>- Cl, N03>S04 , Zitrat, Tartrat. 
Natriumsalze CNS Br^-J^-NOg , Cl, Azetat>Zitrati>Tartrat>S04 
Ammoniurasalze CNS > Azetat > Cl > Dizitrat > SO4 
Rubidiumsalze NO3 > Cl )> SO4 

Caesiumsalze Cl > SO4 

Lithiumsalze Br, NO3 , Cl >■ SO4 

3. Die Wirkungsdifferenzen der Kationen sind weniger ausgepragt 
als die der Anionen. Die Kationen fordern die Deplasmolyse wie folgt : 

Nitrate Rb > K, Na > Li 
Chloride Rb, Cs, K, NH4 , Na > Li 
Sulfate K, NH4 > Rb, Cs > Na, Li 
Bromide Na, K Li 
Azetate NH4 , K > Na > Li 
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4. Die Erdalkalien fordern die Wasserbewegung bei den Versuchs- 
bedingungen durchsehnittlich mehr als die Alkalisalze. Die Wirkung der 
Anionen nimmt dabei ab nach den Reihenfolgen : 

Magnesiumsalze NO 3 > Cl > Azetat, Br > SO4 
Kalziumsalze CNS >• Br > NO3 > Cl > Azetat 

Strontiumsalze Br, NOa > Cl > Azetat 
Bariurasalze NOs > Cl, Azetat 

5. Die Kationen wirkung kommt bei den Erdalkalien, Shnlich wie bei 
den Alkalisalzen, weniger zum Vorschein und nimmt ab nacb den Reihen- 
folgen : 

Nitrate Mg > Ca, Ba > Sr 
Chloride Mg > Ba > Ca >• Sr 
Azetate Mg Ba > Ca > Sr 
Bromide Ca > Sr 

6 . Salzgemische, wenn sie Alkalisalze und Erdalkalien mit verschie- 
denen Anionen enthalten, erhohen die Wasserpermeabilitat. Besonders 
gilnstig, im Sinne der Porderung der Wasserbewegung durch das Plasma, 
wirken Salzgemische, die alle lonen der Nahrsalze und auch das Na- und 
Cl-Ion enthalten. 

7. Alle untersuchten Salze fordern die Wasserpermeabilitat entsp- 
rechend ihrer Eindringungsfahigkeit in die Zelle. Die Alkalisalze und die 
Erdalkalien sind dabei getrennt zu betrachten. Je schneller ein Salz (im 
Rahmen seiner Gruppe) in das Plasma eindringt, umso schneller geht die 
in seiner Lbsung ausgefiihrte Plasmolyse in Wasser zurilck. 
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Alterations in Somatic Chromosomes in Crepis 

By 

Olive Swezy 

University of California, Berkeley 

The chromosomes of Crepis, particularly in those species having 
a small number, afford ideal material for the study of chromosomal 
variations. These may be due to fragmentation and translocations, 
in addition to the better known doubling of groups of chromosomes, 
resulting in polyploidj?^ of various degrees. Heretofore the first group 
of changes have been described mainly from meiotic divisions. 
Navashin (1930; 1931) described such changes in the root-tips of 
C. tectorum. Swezy (193*5) described the alteration of somatic 
chromosomes by translocation of the satellite in occasional cells 
in the root-tips of seven species of Crepis, C. biennis, C. ciliata, C. 
pulchra, C. artificiales {biennis x setosa) , C. neglecta, C, Bitngei, 
and C. siberica. To this list of species of this genus showing . occa- 
sional somatic chromosomal variations, may now be added one more, 
C. MarschalUi, with another type of chromosomal variation in C. 
Bitngei, 

Ms^terial and Methods 

The material used for these studies had been fixed a year 
previously, and consisted only of root-tips taken in the rosette stage. 
These were fixed in chrom-acetic formalin, using the formula given 
by Hollingshead and Babcock (1930) as solution I, They were^ im- 
bedded in paraffin, sectioned at ten microns and stained in iron 
hematoxylin. A Leitz 1/12 oil immersion objective and Leitz 
periplane oculars were used, and metaphase figures studied ex- 
clusively. 

At the time the material was studied the original plants were 
no longer available, hence no correlation can be attempted between 
the changes described in the following paragraphs and the charac- 
teristics of the plants, or the behavior of the chromosomes in the 
pollen mother cells and in meiosis. 

Numerical Alterations in Crepis Bungei Lebed 

In examining the progeny of a triploid plant of C, Bitngei, 
two plants were found which showed variable counts in the somatic 
chromosomes in the root-tips. Four plants were examined, one of 
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which gave a uniform count of 8 chromosomes, another of 9, and 
the remaining two plants gave 9 and 12 respectively as the dominant 
number. In plant 1827-3, with 9 chromosomes, a few cells were 
found containing 10 chromosomes. Plant 1827-2 showed a wider 
range of variation. The number occurring most frequently was 12, 
but 13, 14, 15, 16, and 17 were also encountered. 

Fig. 1 shows the normal genom of 12 chromosomes for the 
triploid plant of this species. Two types of alteration seem to be 
taking place in this plant, one of which, shown in Fig. 3, would 
appear to be due to the non-disjunction of two chromosomes, the 
extra chromosomes being similar in size and morphology to those 
of the second and fourth groups (B and D) . The second type of 
variation is shown in Figs. 2 and 4. In these cells chromosomes 

U? OclUh) 

■OlJ 151 (rtttrf 

■G>CUUK?y(!i 

ioaUcoiKju 

A AA B BB CCCDDD 

Figs. 1-4. Chromosomes of Crepis Bungei* X2120. 1. Typical genom of triploid plant. 
2. Chromosome group with one extra chromosome. 3. Group with two extra chromo- 
somes, possibly B- and D-chromosomes. 4. Group with an extra B-chromosome and 
three smaller fragments or chromosomes. 

appear which are about half the size of the smallest of those 
normally found in this species. These, in some cases at least, have 
all the appearance of normal chromosomes, including a constriction 
point (Fig. 2) . In no case have these seemed to be merely small 
fragments. No clue to the origin of these chromosomes has been 
found. 

The cells containing these abnormal chromosomes were not 
segregated in any way, but were associated with cells containing 
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the normal chromosome number. They occurred in only a very 
small number on instances in any one root-tip. 


Chromosomal Alterations in C. Marschallii 

One plant of C. Marschallii was found which presented chromo- 
somal alterations differing somewhat from the foregoing. The 



Pigs. 5, 6. Chromosomes of Crepis Marschallii. x3390. 5. Abnormal group with 
large V-shaped A-chromosome. 6. Group from another cell in same root-tip without 
the V-shaped chromosome, but with a small extra chromosome or fragment. 


normal diploid genom of this species is shown in Fig. 7, consisting 
of 8 chromosomes, of which the two longest pairs greatly resemble 
each other (A- and 
B-chromosomes) . The 
variations which have 
appeared in this plant 
have been observed in 



the A-chromosomes only, 
the other pairs retain- 
ing their individual mor- ^ 
phology throughout. 

In some cells of the 
root-tips of this plant, a 
large V-shaped chromo- ^ 
some appeared, with no 
mate of its own size 


UtlUiV 
VlUlJ h 

A A B B C C D D 



(Fig* 5) . When the chro- 
mosomes of such cells are 
arranged in pairs (Fig. 


Figs. 7-9. Qh.vomo^ome^ of Crepis Marschallii. X2120. 
7. Normal genom of four pairs. 8. Group with V- 
chromosome. 9. group with extra chromosome. 


8), it is found that this large V is one of the A-chromosomes. The 


constriction is median in some instances and slightly submedian in 


others, resulting in some variation in the length of the two arms 
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in this chromosome in different cells. The second A-chromosome is 
usually noticeably shorter in its proximal arm than the correspond- 
ing member of the normal group. In the case of the V-shaped 
chromosome, the distal arm seems to vary little if at all from the 
corresponding portion in the normal group. The change is due to 
an addition to the length of the proximal arm, making it nearly 
if not quite as long as the distal arm. The shortening of the proximal 

arm of the second 




A-chromosome, how- 
ever, has never been 
sufficient to fully 
account for the in- 
creased length of 
the first A-chromo- 
some. 

In most of 
the cells containing 
normal A-chromo- 
somes in one root- 
tip of plant 3175- 


T-, , . • XX- X, X, . 1, a further varia- 

Figs. 10, 11. Early prophases m the root-tips of Crepis 

MarsofecilKi, both of which contain 9 chromosomes, X2660. , tlOn appeared as a 


small chromosome 


or fragment (Figs. 6-9). This usually bore a constriction, giving 
it the characteristics of a true chromosome. Furthermore, a number 
of cells were observed in which this fragment was dividing in a 
manner similar to that of the other chromosomes, indicating its 
probable status as a true chromosome. 

The number of cells showing a V-shaped chromosome varied 
in the different root-tips, though it was present in all of the 16 that 
■were examined. In some root-tips the number was very scanty, 
while in two it showed as the predominant type. 


Discussion 

The wide prevalence of the complicated chromosomal behavior 
preceding the final division in meiosis, seems to have led to the belief 
that such phenomena are a necessary prelude to the occurrence of 
translocations and similar chromosomal changes. However, it has 
been amply demonstrated that such changes take place in the female 
mammalian germ cells without the aid of this ritual so prominent 
in the. ‘male germ cells (Swezy, 1933, contains list of literature), 
suggesting that, while this is an interesting phenomenon giving rise 
to a whole literature of speculation, it, like the vermiform appendix, 
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may be merely an evolutionary relic that the male germ cells have 
not yet succeeded in sloughing off, lagging behind the female cells 
in this respect. Since much of this literature concerns itself “with 
plants, it is interesting that further proof of the ability of the chromo- 
somes to rearrange themselves, both numerically and in the size 
of the individual chromosomes, 'without such spectacular maneuver- 
ing, is found in the undoubted evidence of the translocations of 
parts of definite chromosomes in a number of species of Crepis, 
occurring sporadically in somatic cells. In these cells the changes 
in size, shape, or number occur before the chromosomes become 
visible as definite entities. 

Careful examination of all the cells throughout the root-tips 
showing these changes, has brought to light no single instance of 
variation from the usual prophase of somatic mitoses. In the root- 
tips showing an extra chromosome in some cells (Fig, 6), the earliest 
prophases in which the number of threads or chromosomes could 
be counted, contained either 8 or 9. Two of these are shown in 
Figs. 12 and 13, each with 9 chromosomes. 

Since all the chromosomes in early prophases are much longer 
than in later stages, the presence of the V-chromosome could not 
be established with as much certainty as could be done with an 
extra chromosome. In the female mammalian germ cells (Evans 
and Swezy, 1929; Swezy, 1933), the early prophases contain the 
normal diploid number. 

Navashin (1931) has described spontaneous alterations of 
somatic chromosomes in G. tectoriim in which large V-shaped chro- 
mosomes were formed with no appreciable addition or dimunition 
of the total amount of chromatin in the members involved in the 
change. He also found that prolonged dormancy (1933) resulted 
in a large proportion of plants with chromosome changes. After 
X-rays he found the same type of variations. These are similar 
to those occurring in C. MarschalUi. In the latter case some further 
process seems to have occurred, as the two A-chromosomes together 
have a greater length than the normal pair. 

That the same type of chromosomal alterations occurring after 
the shock of X-rays is thus duplicated in these somatic chromosome 
changes, suggests the possibility of the operation of some slight 
shock during the mobile early period of development. That these 
changes do not occur in all plants of one generation, would also 
suggest that such shocks were too slight to affect more than the 
most sensitive chromosomes at their most critical period. 

The change in the satellited chromosomes in C. siherica (Swezy, 
1935) may have been due to alterations in the meiotic divisions, 
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since it occurs throughout all of the cells in the root-tips available 
for study. In the other plants, including those described elsewhere 
with translocated satellites, these changes are patently due to somatic 
processes. The lack of continuity of most of these alterations in 
the somatic cells distinguishes them from those occurring in the 
germ cells, the latter seeming to be more permanent. This lack 
of continuity is indicated by the absence of large groups of cells 
showing the new set-up. In the root-tips of C. McurschcdlU there 
was no evidence that the large V-chromosome retained this shape 
through successive mitoses, since this would have invariably resulted 
in groups of cells with the same type of chromosome. 

Certain chromosomes seem to be more easily affected than others 
in the group. In the seven species showing these alterations, they 
occurred most frequently in the D-chromosome. In C. MarschallU 
the change was limited to the A-chromosome. The remaining three 
pairs seemed to be constant in morphology. 

With the translocations of the satellite in other species of Crepis 
(Swezy, 1985), all chromosomes were involved, the new positions 
of the satellite having been found on all members of the group. 
This appears to be only a transient change, lasting probably through 
a single mitosis, after which normal relations are reestablished. 

The occurrence of extra chromosomes in sporadic cells in 
Marschallii, siberica, and Bungei presents a phenomenon difficult to 
explain where these are obviously not the result of non-disjunction. 
In Marschallii cells containing an extra chromosome were quite 
numerous and showed typical division stages, indicating the probable 
presence of spindle fibers in the small chromosomes. The lack of 
groups of cells with this extra chromosome, however, showed its 
inconstant nature. This would seem to suggest that it behaves as 
a fragment that is lost at division, yet this assumption would seem 
to be discredited by the apparent presence of spindle fibers. 

Summary 

Two plants in the progeny of a triploid of Crepis Bungei gave 
variable counts of chromosomes in sporadic cells in the root-tips, 
one plant with twelve chromosomes, containing cells with numbers 
ranging from thirteen to seventeen. 

One plant of Crepis Marschallii contained cells in its root-tips 
with a large V-shaped chromosome which had no mate. In one 
root-tip there was an extra chromosome in cells without the V- 
chromosome. 
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Sur le spectre d’excitation de la fluorescence des protides dans 
I’ultra-violet eloigne, et le comportement des cellules dans 
1’ excitation par les courtes longueurs d'onde 

par 

Fred Vies 

Directeur de I’Institut de Physique biologiqud • 
de Strasbourg (France) 

On sait que depuis quelques annees beaucoup de .publications ont 
ete consacrees par les bio-chimistes a I’etude des spectres de fluo- 
rescence des substances biologiques (principalement Dher:6’'). 
Tres peu de travaux par centre ont cherche a analyser la topographie 
spectrale des radiations excitant la fluorescence; on peut citer par 
exemple a ce point de vue les recherches de J. Lewis^^ sur la fluo- 
rescence des papiers; celles de Boardmann^> sur les derives de 
I’uranyle. 

Dans une serie de notes recentes/' nous avons commence a 
attaquer ce probleme, en particulier pour les substances protdiques. 
Beaucoup de celles-ci, comme on le sait depuis longtemps (Stokes, 
SORET, Stubel, etc) sont fluorescentes, et, lorsqu’on les excite par 
des radiations ultraviolettes, emettent des radiations qui sont en 
general de I’extr^mite violette du spectre visible. Le dispositif que 
nous avons employe consists a placer la substance interessante sur 
lame de quartz, dans la diacaustique d’un spectrographe en quartz 
eclaire par un arc au mercure ; et on observe ou on photographie la 
reaction de fluorescence donnee individuelleinent par chacune des 
raies du mercure. 

Nous donnons ci-dessous, a titre d’exemple, le spectre d’excita- 
tion d’une preparation d’excelsine (globuline de la noix du Bresil, 
preparation Bonnot). Cette substance a ete examinee en pate 
humectee d’eau, sous une epaisseur tres faible. II est facile de re- 
connaitre sur la photographie chacune des raies du mercure qui ont 
ete susceptibles d’ exciter la fluorescence (fig. 1) . 

Les differentes substances proteiques ne sont pas absolument 
identiques au point de vue de I’excitation de leur fluorescence: quel- 
ques-unes presentent un minimum d’excitation dont la position est 
plus ou moins specifique; ainsi la serumalbumine, I’edestine, la 
caseine, ont un minimum vers 1275m^«; des acides amines peuvent 
avoir des excitations assez differentes; ainsi la cystine et la leucine 
paraissent inexcitables. 
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Dans Tensemble des recherches que nous avons piibliees jusqu’a 
present, les radiations excitatrices avaient ete observees, vers les 
courts X, jusque vers X 253-248 mfx: tel est le cas par exemple pour la 
serumalbumine, le serum total, la gelatine, la caseine, Tedestine. 

II pouvait etre particulierement interessant de deceler si dans 
Tultraviolet plus eloigne il existe encore des raies excitatrices, pent- 
etre inaperques parce que moins efficaces. La recherche a ete faite en 
augmentant systematiquement les temps de pose des photographies. 
Avec du serum total desseche sur lame, et particulierenaent limpide> 
il a ete possible, en portant les temps de pose d’une vingtaine de 
minutes a 3 ou 4 heures, d’obtenir successivement les raies du mer- 
cure X 240 m^, 235, 230, 226, et peut-etre une au-dela, a la limite de 
sensibilite des plaques, qui pourrait etre 222. La figure ci-jointe mon- 
tre un spectre obtenu dans ces conditions (fig. 2). 

Il semble done que ^excitation de la fluorescence de proteines 
puisse se continuer vers Tultraviolet lointain; il n^est pas contra- 
dictoire, au point de vue theorique, que ces excitations deviennent 
moins efficaces : eff ectivement, la loi de Wawilow nous dit que pour 
la fluorescence dhme substance donnee: 

^ = Qte 

X 

R etant le rendement de la fluorescence, e'est-a-dire le rapport de 
Fenergie emise par fluorescence a Fenergie incidente d’excitation, 
et 1 la longueur d’onde envisages; e’est-a-dire que vers les courts 
X Fenergie emise diminue plus vite que Fenergie incidente. 

Il est important de noter que, si Fon considere des cellules entie- 
res vivantes, la fluorescence des proteines de leur protoplasma peut, 
dans une excitation, par des radiations de courtes longueurs d’onde, 
n’etre pas seule en jeu; d'autres constituants cellulaires que les pro- 
tides jouissent de proprietes analogues, et sent excitables par un 
ultra-violet plus ou moins lointain : tel est par exemple le cas de la 
cellulose. On devra done s’attendre a un phenomene mixte, et il 
faudrait alors recourir a Fanalyse spectrale des radiations emises 
pour tenter de discerner eventuellement les origines complexes de 
la fluorescence. 

Nous avons, dans ces conditions, etudie Fexcitation d'une fluo- 
rescence de la couche des cellules epidermiques du bulbe de FOignon 
{Allium Cepa ) . Dans Fensemble du spectre ultra-violet, cette couche 
cellulaire montre une fluorescence relativement faible, ou Fon re- 
connait des plages d'excitation inegale: ASGSm^a; region tres faible 
sur 334; puis 312, 302, 296, et une region tres faible ou Fon voit une 
trace de 280 ; et enfin trois radiations plus fortes 265 mju, 253, et 
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248. Photographiquement, en augmentant les temps de pose jusqu’ a 
5 heures, on pent deceler successivement les rales extremes 1 240 ran, 
238, 235, 232, et aussi, 230 restant invisible, une trace extremement 
faible de 1226. 

La couche cellulaire a done une gamme d’excitation poussee ex- 
tremement loin, et il faut desormais tenir compte de ce fait dans 
les problemes de photochimie biologique. 

Mais le point capital qui resulte des donnees expdrimentales 
precedentes est que la zone d’excitation de la fluorescence des protides 
et des Elements cellulaires vient maintenant se raccorder avec le 
territoire des “radiations mitogenetiques” que beaucoup d’auteurs; 
a la suite de Gurwitsch, considerent comme emises par les organismes 
vivants; sans prendre parti dans ce dernier probleme, il est difficile 
de nier que les pr^sentes donnees ne sont pas faites pour en simplifier 
la discussion. 
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Explication de planche 5 

Fig. 1. Spectre d'excitation de Pexcelsine entre X 312 et X 240. 

Fig. 2. Spectre d'excitation du serum humain seche, dans Pultra-violet dloignd du 
quartz, de X 253 mi^ a X 222. Pose 2 heures. 

Fig. 3. Spectre d'excitation d’un lambeau rectangulaire de la couche epidermique 
du bulbe de POignon (Allium Cepa), place sur lame de quartz (dont le bord 
est visible) dans Pultra-violet eloigne, de X 248 m{A a X 226 j Pose 5 heures. 
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Spiral Structure of Chromosomes in Pollen Mother Cells in 
Hosta Sieboldiana Engl. 

By 

Noboru Takamine 

The spiral structure of meiotic chromosomes in Hosta has been 
observed by INARIYAMA (1928), Shinke (1930) and ISHll (1931). In 
the present investigation, observations were made in stages from 
the metaphase of the heterotype division to the telophase of the homo- 
type division, with special reference to these points: 1) the be- 
haviour of chromosomes in the interkinesis and 2) the difference in 
structure between chromosomes in the heterotype and the homotype 
division. 

Preparations were made generally with the aceto-carmine smear 
method, but in some cases, for a clearer demonstration of the chro- 
mosome structure, Oura’s improved method of chromosome unravell- 
ing with certain alkaline solutions was employed. In the present 
investigation KCN solutions (2"^ to 2"* mol) which were originally 
used by Cura (1936), and also NaHCOs solutions (2“* to 2“‘-* mol), 
were used before staining with aceto-carmine. Of these solutions a 
2-® mol NaHCOs solution was found to be the best for the present 
material. 

Observation 

Heterotype rrietaphase. In this stage the spiral structure of the 
chromosome is observed. The chromosomes are found to be composed 
of two elements : a less stainable core and a chromatic spiral which 
winds around the core (Figs. 1, 2 and 3) . Generally the spiral ap- 
pears to be single, but in certain favorable cases, especially in those 
where the material is treated with the solution of 2-^^ mol NaHCOa , 
its double nature is recognizable. In Figs. 2 and 3, PI. 6 in which 
the chromosomes in the heterotype metaphase are shown, the double 
coiled structure which was first observed by FUJii (1926) , can be 
seen in some of the chromosomes, especially those indicated by arrows. 

Heterotype anaphase and telophase. In anaphase the chromo- 
somes are elongated to a considerable extent being pulled toward the 
poles (Pig. 4) , and the spirals are drawn out correspondingly. When 
the chromosomes reach the poles, they become shortened and the 
double-coiled structure is observable (Fig. 5). In the late telophase 
(Fig. 6) the regular major spirals are no longer recognizable, they 
being extensively drawn out, while the minor spirals still keep their 
regular form though the spiral winding is rendered more or less loose. 
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InteTkiuesis, In th6 interkinesis the minor spirals are found 
somewhat loosened and some of them take even the form of zi^-zag 
threads, but as a whole the spiral structure is kept and individual 
spirals can be clearly distinguished from one another (Fig. 7). In 
no nucleus is presented the fine reticulate or anastomotic appearance 
such as that observed in the interkinesis in Tradescantia. reflexa. 

Homotype prophase to telophase. In the early prophase, the 
single coiled, ordinary spirals are clearly visible (Fig. 8). In the 
metaphase, the chromosomes in which the ordinary, single coiled 
spirals are found, are considerably thinner than those in the hetero- 
type division. The chromosomes in anaphase of the homotype division 
are also thinner than those of the heterotype division. The spiral 
structure is also observed in the anaphase (Fig. 10) and telophase 
(Figs. 11, 12), but in this division the spirals are single coiled 
throughout the division. 

Conclusion 

From the results obtained in the present investigation we may 
conclude as follows: In Hosta the chromosomes in the heterotype 
division in pollen mother cells are of the double-coiled structure. 
In the telophase the major spirals begin to be unravelled and in 
the interkinesis they are no longer visible, while the minor spirals 
exist even in the interkinesis. In the second division the chromo- 
somes are found to be of the single colled structure in all the stages 
from prophase to telophase. They appear correspondingly thinner 
than those in the heterotype division. 

The behaviour of chromonemata in the interkinesis very much 
resembles that of the chromonemata in Lilium studied by Kato and 
IWATA (1935), and Iwata (1935), but presents a marked contrast 
to the case of Tradescantia in which the minor spirals too undergo 
a remarkable change in the coiling manner (Kato, 1935). In 
Sagittaria studied by Shinke (1934), on the other hand, the major 
spirals remain in the interkinesis without undergoing much altera- 
tion in the coiling manner. The cases of Hosta and Lilium may there- 
fore be regarded as assuming an intermediate position between 
Tradescantia and Sagittaria in regard to the behaviour of chromo- 
nemata in the interkinesis. 

The question remains not directly determined whether the spirals 
found in the homotype division are identical with the minor spirals 
in the heterotype division or not, owing to the lack of the observation 
in detail of the homotype prophase, but it seems probable that they 
are identical, because of the fact that no unravelling of the minor 
spirals takes place in the interkinesis. The fact that in Sagittaria 
no change has been observed in the coiling manner during the period 
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between the heterotype metaphase and the homotype metaphase 
(Shinke, 1930) seems to favour the view. 

Summary 

1. By the smear method of preparation the doubly coiled spiral 
structure was ascertained in the metaphasic and telophasic chromo- 
somes in the heterotype division. 

2. During the progress from the heterotype telophase to the 
interkinesis, the spirals of larger gyres or the major spirals were 
unravelled, and in the interkinesis only the spirals of small gyres or 
the minor spirals were observed. 

3. In the homotype division, the chromosomes were of the single 
coiled spiral structure throughout the division. 
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Explanation of Plate 6 

All figures are photomicrographs taken from aceto-carmine preparations, using 
Zeiss apochrom, imm. obj. 1.5 mm and Comp. oc. 8. The chromosomes shown in Figs, 
1,2.4.6.9.10 are treated with a 2-^ mol NaHCOs solution before staining. The 
others are stained without the treatment. 

Figs. 1-3. Metaphase-I. Double coiled structure of chromosomes is visible, especially 
at the regions indicated by arrows. 

Fig. 4. Anaphase-I. 

Fig. 5. Telophase-L Double coiled structure is shown at the region indicated by 
an arrow. 

Fig. 6. A later telophase-I. 

Fig. 7, Interkinesis. Minor spirals are shown. 

Fig. 8. Prophase-II. Single coiled spirals are shown. 

Fig. 9, Metaphase-II, 

Fig. 10, Anaphase-II in side view showing thinner chromosomes of the ordinary, 
single coiled spiral structure. 

Figs.ll, 12. Telophase-II. The ordinary spiral structure is shown. 
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Die HalHgenflora der Nordsee im Lichte cytologischer Forschung 

Von 

G. Tlschier 

Der japanische Forscher Shimotomai (1983) beobachtete bei 
einem karyologischen Studium der Gattung Chryscmthemum, dafi die 
wildwachsenden Arten mit den hochsten Chromosomensatzen nur an 
der Meereskuste auf salzigem oder sandigem Boden wuchsen. Ich 
babe daraufhin einmal die Gesamtflora gewisser kleiner Inseln an 
der Westkiiste Schleswig-Holsteins auf den Grad ihrer Polyploidie 
bin untersuebt und vor nieht langer Zeit (1984, p. 34) eine vorlaufige 
Mitteilung dariiber verbffentlicbt. Docb fehlten damals eine ganze 
Anzabl von Untersucbungen, so da 6 die errecbneten Procentzablen 
keine endgtiltigen sein konnten. Im Vorjabr babe icb dann, als die 
nocb ausstebenden Liicken nabezu vollstandig erganzt waren, auf 
dem Internationalen Botanikercongrefi einen Vortrag tiber diese 
Probleme gebalten. Ein Resume davon (1935) wurde in den Con- 
greBbericbten II, p. 54-56, gegeben. Jetzt sei es' mir 'gestattet, in 
einem_ Aufsatz zu Ebren des hocbverdienten Altmeisters japaniscber 
Cytologie, der in seinem langen wissenscbaftlicben Leben in Wort 
und Scbrift so viele neue cytologiscbe Anregungen uns gescbenkt 
bat,' ausfubrlieben Bericbt zu erstatten. 

Bei den Halligen handelt es sicb um eine Gruppe kleiner Inseln; 
die bis vor nicbt langer Zeit vollig ungescbiitzt den Fluten des 
Meeres gegeniiberlagen. Bei Sturmfluten konnte unter Umstanden 
die gesamte Grasdecke unter Wasser kommen, und nur die Hauser 
der Einwohner und ibre unmittelbare Umgebung, die sogenannten 
„Warften“, die auf kleinen Anboben liegen, ragten dann aus dem 
Wasser bervor. Das muBte eine scharfe Auswabl in der Florenzu- 
sammensetzung bedingen, da ja alle gegen die Meeressalze empfind- 
licben Pflanzen diese Uberflutungen nicbt ertragen konnten. Zwar 
ist jetzt an den meisten Stellen durcb energiscbes Eingreifen des 
Menschen dieser Zustand im allgemeinen beseitigt. Abef unter 
aufiergewbbnlicben Umstanden kbnnen trotzdem nocb abnlicbe Flut- 
katastrophen fiir die Inseln eintreten. Jedenfalls. baben wir bier 
die Gelegenbeit, an einer zablenmaBig sebr bescbrankten Flora 
festzustellen, ob und wie sicb bei diesem Ausleseprocefi die Zusam- 
mensetzung der Flora gegeniiber dem stets gescbiitzten Festlande 
geandert bat und insbesondere, ob der Procentsatz an Polyploiden 
im Sinne von Shimotomai gewacbsen ist. 

Bereits in den bisberigen Mitteilungen fiibrte icb aus, daB man 
die Gesamtflora der Halligen in einzelne bkologiscb recbt verscbiedene 
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Gr'uppeii sbndern miiBe, wie dies bereits Christiansen ( 1926 ) in 
seiner pflanzengeographischen Studie uber die Halligen naber 
ausfiihrte. Naturlich lassen sich die Grenzen nicht absolut scharf 
ziehen, und ich selbst babe mebrfacbe kleine Umgruppierungen im 
Laufe meiner Studien versucbt. Es scbeint mir jetzt am richtigsten, 
in folgender Weise zu gruppieren: 1) die eigentlicbe Halopbyten- 
flora, 2) die nicbtb'alopbile Sandflora, 3) die urwiicbsige Grasland- 
fiora, 4) die Flora der Teicbe und ibrer Ufer, 5) die vbllig einge- 
biirgerte Vegetation auBerbalb des Graslandes, endlicb 6) die nicbt 
vollig eingebiirgerte „spontane“ Flora. Wabrend die ftinf ersten 
Gruppen die cbarakteristiscbe Inselflofa ausmacben, die jedentalls 
aucb bei Verscbwinden des Menscben besteben bleiben wiirde, bandelt 
es sicb bei der letzten Gruppe um „Unkrauter“, die ohne den 
Menscben zum grofiten Teil wieder verscbwinden wiirden und. die 
z.T. aucb bereits wieder versCbwunden sirid. Mit anderen Worten, 
es sind Pflanzen, die sicb gegeniiber der Umwelt nicbt durcbsetzen 
konnten. ‘ | ‘ 

Genaue Florenlisten iiber die Halligenflora verdanken wir 
Christiansen (1926), der im ganzen das Vorkommen von ,132 
Angiospermen feststellte. Einige konnte er freilicb davon nur mit 
Citaten aus der Literatur belegen. Icb kann dazu nocb die im letzten 
Sommer auf der Insel „Hallig*Hooge“ von mir aufgefundene Lemna 
gibba als neu binzufiigen. 

Die eigentlicben „Halopbyten“ bilden keine auBerlicb abgegrenzte 
Zone, sondern sie wacbsen ineist zusammen mit den Pflanzen des 
„Graslandes“. Aucb dtirfen wir an der Nordsee unbedenklicb eine 
Eeibe vori Arten als balopbyt auffassen, die es anderswo nicbt sind. 
Genaueres Studium der ,,C)kotypen“ muBte erst einsetzen, um fest- 
zustellen, wie weit es sicb dabei um erblicb verscbiedene Rassen 
bandelt. Jedenfalls konnen Erythrasa pidehella, Odontites rubra, 
Plantago maritinm und Scirpus maritimus anderswo obne Salz gedei- 
ben. Matricaria inodora, die icb bisber anders gruppierte, mdcbte 
icb jetzt im Licbte der Untersucbungen von Huser (1930) mit den 
Halopbyten zusammenfassen. Dafiir spricbt aufier dem unmittelbaren 
Vorkommen neben unzweifelbaften Halopbyten wie Cakile, Artemisia, 
Salsola, Honckenya vor allem der anatomiscbe Bau der Blatter mit 
ibrer starken „Sukkulenz“. Hier diirfte die Erblicbkeit der „Salz- 
formen“ um so eber feststehen, als nacb Huser aucb die Cbromo- 
somen, zwar nicbt in ibrer Zabl, aber wobl in ibrer viel groBeren 
Gestalt gegeniiber der bekannten „Ackerform“ sicb unterscbeiden. 

Zu Beginn meiner Untersucbungen stellte sicb beraus, dafi die 
Cbromosomenzablen von einem betracbtlicben Teil der in Frage 
kommenden Pflanzen nocb nicbt bekannt waren. Mein Assistent 


11 * 
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Herr Dr. WuLFP unternahm es auf meinen Rat, die Gesamthalopliyten 
Deutschlands cytologisch zu bearbeiten, und er wird an anderer Stelle 
ausfiihrlich dariiber berichten. Auch von den chromosomal un- 
bekannten Pflanzen der anderen Gruppen fertigte er fur mich entspre- 
chende Praparate an, die wir dann gemeinsam auf die Chromosomen- 
zahlen studierten. Im nachfolgenden sind stets die neuaufgefundenen 
Zahlen durch ein vorgesetztes ! gekennzeichnet. Die Autoren f iir die 
iibrigen Zahlen findet man in meinen Zusammenstellungen fiir die 
„Tabulae Biologicae“ (Tischler 1927, 1931, 1936). 


1) Die eigentliche „Halophytenflora“ : 



n 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 


n 

di- 

ploid 

III 

1. Agropyrum 




1 20. Obione 




junceum 

14 


+ 

pedunculata 

9 

+ 


2. A, pungens 

21 



\ 21. 0. portulacoides 

18 



3. Armeria maritima 

7 0 

+ 


22. Odontites rubra 

10 



4. Artemisia 




23. Plantago 




maritima 

9 



coronopus 

6 

+ 


5. Aster tripolium 

9 

+ 


24. PL maritima 

6 



6. Atriplex morale 

9 

+ 


! 26. Saqina maritima 

11-12 

+ 


7. Cahile maritima 

9 



! 26. Salicornia 




8. Car ex distans 

37 


-h 

herhacea 

19 



9. Cochlearia danica 

21 


+ 

! 27, Salsola kali 

18 


+ 

10* C. officinalis 

14 


+ 

28. Scirpus maritimus 

ca. 52 : 


+ 

1 11* Erythraea 




! 29. Spergularia 




pulchella 

ca.l9 


+ 

marginata 

9 

+ 


12, Festuca distans 

14 


, -h 

30, 5. salina 

18 


+ 

! 13, F. thalassica 

ca.35 


+ 

! 31. Statice limonium 

18 


+ 

] 14. Glaux maritima 

15 


+ 

! 32. Suaeda maritima 

18 


+ 

15. Honckenya 




3J, Trifolium 




peploides 

24 


+ 

fragiferum 

8 

+ 


! 16. Juncus Gerardi 

40 


+ 

34. Triglochin 




17* Kockia hirsuta 

9 

+ 


maritimum 

24 


+ 

18, Lepturus 




35. Zoster a marina 

6 

+ 


incurvatus 

18 



! 36. Z. nana 

6 

• 4 " 


19. Matricaria 








mod or a 

9 

+ 




16 

20 ' 


2 Polyploiden = 55,6% 


2) Die nichthalophile Sandflora : 


Sie ist auf den Halligen nur in sehr geringem Ma6e ausgebildet. 
Die Griinde findet man bei Christiansen (1926, p. 244) erortert. 



n 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 


n 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 

1. Car ex arenaria 

ca. 32 


+ 

4. Hordeum secalinum 

14 


+ 

2.- Elymus arenarius 

28 


4 - 

! 6. Psamma arenaria 

14 


+ 

3. Galium verum 

22 


+ 

1 

I 6. Sedum acre 

240 


4- 

2 Polyploiden = 100% 





0 

6 


Anm. 1) Die Angabe n == 10 fur Armeria vulgaris, die Stjgiura (1936) bringt, ist 
mir bis auf weiteres noch nicht gesichert. Handelt es sich vielleicht bei ihm um 
triploide Individuen ? 

Anm. 2) Die cytologischen Verh^ltnisse bei Sedum acre sind noch nicht ganz 
Mar, da f Ur die Meiosis die Moglichkeit zu bestehen scheint, dafi infolge ,, secondary 
association die Zahl der ,,Einheiten“ kleiner aussieht, als sie wirklich ist. Neuerdings 
zahlte Toyohuku (1935) bei einer englischen Rasse n = 8. 





1937 


Die Halligenflora der Nordsee im Lichte cytologischer Forschung 


165 


3) Die urwuchsige Graslandflora : 



n 

di- 

ploid 

ploid 

j 

n 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 

1. Agropyrum repens 

21 


+ 

! 10. Juncus hufonius 

20-30 


4- 

2. Agrostis alba 

21,28 


_j_ 

11. Leontodon 




! 3. Alectorolophus 




auiumnale 

6 

+ 


major 

7 0 

+ 


1 2. Lotus corniculatus 

6 

-h 


4. Alopecurus 




13. Ononis spinosa 

162) 



geniculatns 

14 



14. Poa trivialis \ 

7 



5. Carum carvi 

10,11 

+ 


15. Potentillaanserind 

14 


+ 

! 6. Cerastium triviale 

(54), 72 


+ 

! 16. Sagina nodosa 

10-12 



7. Festuca rubra 

21, 28 


+ 

! 17. S. procumbens 

11 



8. Holcus lanatus 

7 

+ 


18. Trifolium minus 

14-16 


+ 

9. Hypochoeris 




19. T. repens 

16 


+ 

radicata 

4 

+ 











10 

9 

2 Polyploiden = 47,4% (resp. 52,6% ^)) 










(9)») 

(10) *) 


4) Die Flora der Teiche und ihrer Ufer: 



n 

di- 
ploid : 



n 

di- 

ploid 


1. Batrachium 




3. Phragmites 




Baudotii 'i) 

16 


+ 

communis 

24 


4- 





4. Rum ex 




2. Lemna gibba 

32 


4* 

hydrolapathum 

100 


4- 

2 Polyploiden = 100% 




0 

4 


5) Die vdllig eingebiirgerte Vegetation auSerhalb des Graslandes : 



n j 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 


n 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 

1. Achillea millefolium 

>24 


1 + 

10. Poa pratensis 

1 28 


4- 

2. Aegopodium 




11. Polygonum 




podagraria 

22 


4- 

aviculare 

20 


+ 

3. Atriplex hastatum 

9 

4- 


12. Ranunculus 




4. Coronopus Ruellii 

16 


+ 

repens 

14 


4- 

6. Hordeum murinum 

14 


+ 

! 13. Sonchus arvensis 

>30 1 

! 

+ 

6. Lepidium ruderale 

16 


4- 

14. Stellaria media 

20-22 


4“ 

7. Lolium perenne 

7 

+ 


15. Taraxacum 




8. Phleum pratense 

21 


+ 

officinale 

12 


4- 

9. Poa annua 

14 





2 

13 

V' PoIxrnIniHeTi =: 








Anm. 1) Auch aus den nenesten Untersuchnngen von Fagerltnd (1936), die der 
Autor ja selbst mit aller Reserve veroffentlicht, geht mir noch nicht klar hervor, daB 
die Zahl 7 durch die Zahl 11 zu ersetzen ist. Die 4 ,,punktfdrmigen Korperchen“ sind 
vielleicht, wie Fagerlind auch andeutet, Fragmente. 

Anm. 2) Ich habe vorlaufig Ononis spmosa als diploid bewertet, trotzdem manche 
Verwandte die Chromosomenzahl 8 aufweisen. Ich tue es, well bisher bei 10 unter- 
SQchten Owoms-Arten keine mit 8, dagegen 9 mit 16 und 1 mit 32 Chromosomen 
gef unden wurden (Tischlee 1936), 

Anm. 3) Die eingeklammerten Zahlen gelten fur den Fall, daB Ononis spinosa 
als polyploid zu werten ist. 

Anm. 41 Es ist nicht absolut gesichert, ob in den von Christiansen und spater 
auch von mir auf Hallig Hooge aufgefundenen Individuen diese Art oder eine Hasse 
von Batrachium aquatile vorliegt. Polyploid ist sie in jedem Fall. 

Anm. 6) Christiansen (1926) fuhrt ausdrucklich Poa trivialis ollem f Ur das 
Grasland als charakteristisch an, Poa pratensis dagegen zusammen mit Poa trivialis 
auch fur die Unkr^uter der „Warften“. 
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Fassen wir unsere Resultate fur die eigentliche vollig einge- 
burgerte Halligflora in bezug auf die Polyploidie ihrer Einzelarten 
zusammen, so ergibt sich uns das folgende Bild: 



G esa mt art e n zahl 

! Polyploide 

in Procent 

Gruppe 1 

36 I 

20 

65,6 

„ ^ 2 

6 1 

6 

100 

„ 3 

19 1 

9 

47,4 

„ 4 

4 1 

4 i 

100 

„ 5 

16 

13 ' 

86,7 


Das macht eine Gesamtzahl von 80 Species, von denen 52, also 65^, 
polyploid sind. Vergleichen wir diese Zahl mit der der Polyploiden 
yon ganz Schleswig-Holstein (z.Zt. = 45,8% ) , so ergibt sich, da6 auch 
unter Beriicksichtigung der mittleren Fehler eine reale Ditferenz 
existiert. Freilich ist bei der Einsetzung der Polyploiden der Gesanat- 
flora zu beriicksichtigen, daS hier erst 779 von 1074 Arten (72,5%) 
chromosomal untersucht sind. Der Mittelwert und sein mittlerer 
Fehler wiirden hier also betragen: . 

Ml = 45,8±y^5^^^^ = 45,^±1,8 

’’ 779 

Demgegenuber ist der mittlere Fehler bei der relativ kleinen Zahl 
der Halligpflanzen natiirlich grofier, namlich: 

Ma = 65±/-^||^ = 65±5,3, 

und die Differenz beider Werte, 19,2 ± 5,6, ist noch grofier als der 
dreifache mittlere Fehler. Der Grad der Polyploidie der Hallig- 
pflanzen ist also, unbeschadet der relativ hohen Zahl von Diploiden, 
die an das salzige Wasser angepafit sind, doch noch gerade im Sinne 
von Shimotomai auszuwerten. Es ware aber anzustreben, durch 
genauere Analyse festzustellen, wieviel Procent des Bodenareals von 
den Diploiden und wieviel von den Polyploiden besiedelt sind. Wenn 
man im Juni iiber das Halligengrasland wandert, so erscheint auf 
den ersten Blick die Flora durch zwei Diploide, namlich Armeria 
maritima. und Alectorolophus major, bestimmt, die die Inseln in einen 
roten und gelben Bliitenteppich zu verwandeln scheinen. Solehe 
Schatzungen sind selbstverstandlich so subjektiv beeinfluBt, dafi sie 
nicht ernstlich zu diskutieren sind. 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei den verhaltnismaBig 
zahlreichen „spontanen“ Arten, d.h. solchen, die wir als wirkliche 
Burger der Halligenflora nach Christiansen nicht rechnen diirfen, 
Nach der Liste dieses Autors handelt es sich um folgende Arten : 
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n 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 


n 

di- 

ploid 


^ 1: Aethusa cynapium 

11 

+ 


27. Malva negleeta 

21 


4~ 

! 2. Anagallis 




28. Matricaria 




' arvensis 

20 


+ 

ehamomilla 

9 

4- 


3. Anthoxanthum 




! 29* M. discoidea 

9 

+ 


aristatum 

5 

+ 


Petasites officinalis 

30 


4* 

’ 4. Apera spica venti 

7 



31. Plantago 




! 5. Arctium minus 

ca. 18 


+ 

lanceolata 

6 

4- 


■ 6. Beilis perennis 

9 



32. P. major 

6 

4- 


7. Bromus arvensis 

7 



33. P. media 

12 


4- 

8. B. mollis 

14 


4- 

34. Ranunculus acer 

7 

4- 


9. Calystegia sepium 

11 

+ 


35. R. hulhosus 

8 

4“ 


^ 10. Capsdla bursa 




36. Rumex crispus 

30 


4- ' 

pastoris 

16 


+ 

37. Secale cereale 

7 

4" 


: 11. Centaur ea cyanus 

12 



38. Senecio vulgaris 

20 


4- 

12. Cirsium arvense 

17 

+ 


39. Sinapis arvensis 

9 

4" 


33. C. lanceolatum 

34 


4- 

! 40. Sisymbrium 




, 14. Conium 




officinale 

7 

4“ 


maculatum 

11 

+ 


41. Sonchus oleraceus 

8 

4“ 


16. Cynosurus 




42. Stellaria graminea 

13 

4- 


cristatus 

7 

+ 


43. Thlaspi arvense 

7 



16. Dactylis glomerata 

14, 


4- 

44. Trifolium 




17, Euphorbia 




hybridum 

8 

4^ 


. ^ helioscopia 

21 


4- 

45. T. pratense 

7 

+ 


! 18. E. peplus 

8 

+ 


46. Urtica dioica 

24 


4” 

. 19. Eestuca elatior 

7 

■ + 


47. U, urens 

12 

+ 


I 20. Fumuria 




! 48. Veronica agrestis 

14 


4- 

officinalis 0 

14 


4- 

49. Vida cracca 

14 


4- 

21. Galium aparine 

33, 44 


4- 

50. V. hirsuta 

7 

4* 


22. Helianthusannuus 

17 



51. V, sativa 

6 

+ 


23. Hyoscyamus niger 

17 

+ 


52. Viola odorata 

30 

4- 


24. Lamium 




53. F. arvensis 

17 


4- 

amplexicaule 

9 

+ 






26. L, purpureum 

9 

+ 





— 

26. Lathyrus 






35 

18 

pratensis 

7 

+ 







2 Polyploiden = 33,9% 


Der Unterschied dieser 53 „nichteingeburgerten“ Pflanzen 
gegeniiber den wirklich einheimisch gewordenen 80 ist so gro6, daB 
er als realer zu werten ist. Der mittlere Fehler bei der Berechnung 
des Procentsatzes von 33,9 stellt sich auf : 

Jkf3= = ±6,5, 

53 

und bei Beriicksichtigung der vorhin angegebenen Zahl Ma = ± 5,3 
die Diiferenz der Mittelwerte = 31,1 ± 8,4, einen deutlich positiven 
Wert, groBer als den, den wir bei Vergleich der Halligenflora und 
der des Gesamtlandes erhielten. 

Sicherlich sind dabei zur Zeit durchaus nicht alle dieser 53 
Spontanpflanzen auf den Halligen zu ftnden. So warden von 

Anm. 1) Inzwischen auch von Negodi (1935, 1936), gefunden. 

Anm. 2) Nach Sweschnikowa (1928) sind bisher im Norden nur die tetraploiden 
Rassen gefunden worden. Die diploiden kommen anscheinend nur sehr selten in 
Europa vor. Ich selbst babe auf den Halligen niemals Vida cracca angetroffen* 
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Christiansen bei einer eigenen genauen Durchforschung nicht mehr 
aufgefunden die Diploiden Conium maculatum, Hyoscyamus niger, 
Lcbthyrus pratcnsis, Planto/go TuajoT, Rctnuncuius acev und die Tetra- 
ploiden FuTucufiot officinalis und Untica dioica. Da mehrere den 
Halligen jetzt durch Deiche mit dem Festland verbunden werden 
Oder schon verbunden sind, ist anzunehmen, dab die Zahl dieser 
neueiirwandernden Pflanzen in den nachsten Jahren rasch zunehmen 
wird. 

Zum Sehlu6 meiner Abhandlung sei die Flora einer kleinen und 
interessanten Hallig noch besonders hervorgehoben, namlich die der 
Insel Norderoog. Sie ist als Vogelschutzgebiet in den letzten Jahren 
sehr bekannt geworden. Aufier einem Aufseher, der dort wahrend 
einiger Sommermonate in einer ziemlich primitiven Behausung wohnt, 
hat sich kein Mensch dort angesiedelt. Fine Zonengliederung auf 
dieser Insel ist, wie bereits Christiansen hervorhebt, nicht aufrecht 
zu halten, da ein eigentliches Grasland nicht existiert. Bestandsauf- 
nahmen wurden von Christiansen am 27.6.25, von Wulpp und mir 
am 14.6.36 gemacht. Es ergab sich im wesentlichen tJbereinstim- 
mung; nur haben wir einige der von Christiansen aufgefundenen 
Unkrauter wie Cerastium, Lotus, Potentilla, SoTiehus, aber auch 
Rumex und Sedum nicht angetroffen und Cochlearia sowie Triglochin 
der CHRiSTiANSENschen Liste zufugen konnen. Das Fehlen der 
ersteren kann indes auf Zufall beruhen, da wir wegen der zahlreichen 
Gelege der briitenden Vogel und der eben ausgeschliipften Jungvogel 
nicht tiberall uns frei bewegen durften. 

Im nachfolgenden sei noch diese Specialflora auf ihren Gehalt 
an Polyploiden untersucht: 



n 

di- 

ploid 

®a- 


n 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 

1. Agropyrum 




16. Honckenya 




junceum 

14 


+ 

peploides 

ca. 24 



2. -A. pungens 

21 


4 - 

17. Juncus Gerardi 

40 



3. Agrostis alba 

21, 28 


+ 

18, Lotus corniculatus 

6 

+ 


4. Armeria maritima 

7 

+ 


19. Obione 




6. Artemisia 




portulacoides 0 

18 


+ 

maritima 

9 



20, Phragmites 




6. Aster tripolmm 

9 

+ 


communis 

24 


+ 

7. Atriplex hastatum 

9 

-h 


21. Planto go maritima 

6 

'+ ' 


8. A. litorale 

9 



22. Polygonum 




9, Cakile maritim.a 

9 



aviculare 

20 


+ 

10. Cerastium triviale 

(64), 72 


+ 

23. Potentilla anserina 

14 


+ 

11 . Cochlearia spec. 

14, 21 


+ 

24. Psamma arenaria 

14 


+ 

12. Elymus arenarius 

28 


+ 

26. Rumex 




13. Festuca distans 

14 


+ 

hydrolapathum 

100 


+ 

14. F. rubra 

21, 28 


4 - 

26, Salicornia 




16. Glaux maritima 

16 


+ 

herhacea 

19 




Anm. 1) Es ist von Interesse, daB nur die perennierende tetraploide, nicht die 
annueUe diploid e Art (O. pedunculata) sich eingefunden hat (vgl. Muntzing 193^» 

p.340ff,)* 
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1 ^ 1 

di- 

ploid 

poly- 

ploid 


f 

n 

di- 

ploid 

pplv- 

ploid 

27. Sednw, acre 1 

24 


+ 

82. Suaeda maritima 

18 1 


+ 

28. Sonchus arvensis 

>30 



33. Triglochin 




29. Spergularia 




maritima 

24 


4- 

marginata 

9 

+ 


34. Zoster a marina 

6 



80. S. salina 

18 


+ 

35. Z, nana 

6 

, -f 


31. Statice limonium 

18 


4" 











12 

23 

V, Polyploiden = 65,7% 








Der mittlere Fehler berechnet sich auf ± 3*5 = ±8,02, 

also 65,7 ± 8. Vergleichen wir diese Werte mit denen, die wir fiir 
die Polyploiden der Gesamthalligen fanden (65 ±5,3), so ergibt sich 
zufallig eine sehr weitgehende tJbereinstimmung. 

Es wiirde von grofiem Interesse sein, ahnliche Inselgebiete, die 
in subtropischen oder tropischen Zonen liegen, mit den unsrigen zu 
vergleichen. Dann liefie sich feststellen, ob fiir unsere „Halligen“ 
auch der „Nordfaktor“ (Tischler 1934, 1935) neben den dureh das 
Milieu bedingten edaphischen Faktoren eine nennenswerte Rolle bei 
der Selektion der Polyploiden gespielt hat. 

Zusammenfassung 

1. Der Gehalt der Polyploiden unter den eingebiirgerten 
„Halligen“pflanzen hat gegeniiber dem der Gesaratflora des benach- 
barten Landes eine leichte Steigerung erfahren. An dieser nehmen 
die verschiedenen dkologischen Gruppen in ungleichem Ma6e teil. 
Am meisten Diploide haben die Pflanzen der „Graslandschaft“, wobei 
die Halophyten und Nichthalophyten sich nicht sehr unterscheiden. 
Wesentlich mehr Polyploide haben aber die vollig e:ingeburgerten, 
urspriinglich durch den Menschen eingefiihrten Unkrauter. Die 
Vertreter der sparlichen Sandflora sowie die der Gewasser- und 
Uferflora sind durchweg polyploid. 

2. Im starken Gegensatz dazu enthalten die „nicht wirklich 
eingebiirgerten" Pflanzen einen Gehalt an Polyploiden, der unter 
dem der Gesamtflora ist. 

3. Daraus darf wohl geschlossen werden, dafi bei Neuein- 
f iihrungen von Arten der Faktor der Polyploidie einen starken 
okologischen Wert besitzt. 

4. Die anhangsweise gegebene Analyse der Lokalflora einer 
besonders kleinen Insel, die von menschlichen Eingriffen moglichst 
verschont geblieben ist, ergab einen Polyploiden-Gehalt, der ungefahr 
mit dem der Gesamthalligen ubereinstimmt. 

Kiel, Botanisches Institut der Universitat, 
z. Zt. Losgehnen (OstpreuBen), 

7.9.1936 


Anm. 1) Vgl. Anm. 2 auf pag. 164 ! 
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Chromosome Numbers in the Polemoniaceae 

By 

Walter S. Flory 

Division of Horticulture, Texas Agricultural Experiment Station 

This family is divided by systematists into two subfamilies, 

Cobaeoideae is composed of the genera Cantua, Huthia, and Cobaea 
which are tall shrubs, trees, or vines. The approximately fourteen 
other (herbaceous or low shrubby) genera comprise the subfamily 
Polemonioideae. From the standpoint of number of included species 
the most important of these latter genera are Gilia, Phlox, Polemo-^ 
niv/m, and CoiXomia. The genera Phlox and Polemonium are each quite 
distinct and their species are seldom confused with those of other 
genera, but the remaining twelve genera of this subfamily apparently 
do not have taxonomic boundaries of equivalent distinctness. Certain 
species have been placed in one genus by one author, and in one 
or more different genera by others. The genus Gilid has been ex- 
tended by some writers to include practically all species of the 
Polemonioideae outside of the genera Phlox and Polemonium. This 
was first pointed out to me by Professor Edgar T. Wherry who is 
making a taxonomic and geographic study of the Polemoniaceae, and 
was increasingly emphasized as literature sources and herbarium 
specimens were consulted and examined. 

It has been the purpose of the work herein presented to secure 
data on all obtainable polemoniaceous species with respect to chro- J 

mosome numbers, size, and general morphology. Especial attention 
has been given to securing information of significance from a taxono- 
mic standpoint. Since several factors combine to make the immedi- i 

ate completion of the original program impossible it seems desirable, 
meanwhile, to present the accumulated data, together with suggested | 

conclusions. I 

Representatives of nine genera have been available for this [ 

study. The genera Polemonium and Phlox, as noted below, have J 

been subjects of previous cytological work; chromosome counts in 
several species of these genera not covered by the previous surveys 
have been made and are included here. Brief reports of chromosome 
observations have previously been made on single species of three 
other genera of the family. These are indicated in table 1 by giving 
the name of the original author opposite the species involved. 
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Materials 

Plants or seeds were obtained from botanists, professional col- 
lectors, seed bouses, and in some cases by personal collections. The 
greatest proportion of the material was obtained as seed from com- 
mercial houses and, as was perhaps to be expected with plants in a 
taxonomically confused family, proved in many cases to have been 
assigned incorrect specific and even incorrect generic names. No 
material of uncertain identity at the time of its receipt is included 
-in this report unless it was grown to the flowering stage and then 
checked. Pressed specimens on which the identity of the species 
concerned may be established have been kept. 

Methods 

Most of the material has been studied cytologically in smear 
.preparations. Meiotic material has been prepared by Belling’s 
.(1926) iron-aceto-carmine method, or by modifications of this. Root 
tip material has been prepared by a modification of Warmke’s (1935) 
root tip smear method. 

Some material was embedded in paraffin and sectioned. Zirkle’s 
(1930) method of dehydrating tissues by use of n-butyl alcohol, in 
the higher series, works well with Gilia tissues, Johansen’s (1935) 
tertiary butyl alcohol dehydration method gives excellent prepara- 
tions ; sections do not adhere to the slide as smoothly as with n-butyl 
alcohol, but the time from killing to staining is greatly shortened 
and cellular details are superb. 

Drawings were made with the aid of an Abbe Camera-lucida. 
.Original magnifications of these were approximately X 3400 with 
three exceptions; Fig. 2 was drawn originally at about x 2400, and 
.Pigs. 3 and 4 were made at approximately x 3000. All figures have 
.been reduced one-half in reproduction. 

Chromosome Numbers 

This section summarizes chromosome counts in the Polemonia- 
ceae as known from the present and past wor]c of the writer and 
of other workers. Previously unreported counts in 40 different 
sgecies or well differentiated varieties are given here. About 106 
polemoniaceous lines were investigated in the present work; some 
of these were representatives of the same species secured from dif- 
ferent sources; some were lines previously reported upon but were 
included here to clear up questionable points. The species studied 
fall into several cytological groups recognizable chiefly upon the basis 
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of chromosome numbers but also, to some extent, by general chromo- 
some morphology. 



Pigs. 1-8. Chromosomes in GiUa species. 1-4, 7, and 8from aceto-carmine smears; 5 
and 6 from paraffin embedded, sectioned, material. 1. Gilia rigidvla ; metaphase ; 
n == 9. 2, (?. rigidula ; metaphase ; 2n = 18. 3. G, (Tpomopsis) rubra ; anaphase ; 
2n “ 14. 4. G. (Ipomopsis) rubra; metaphase; n = 7. 5. G. millefoUata ; metaphase ; 
2n — 36. 6. G. millefoUata ; II metaphase (complements on both spindles shown) ; 
n = 18. 7. (r. tricolor; metaphase ; 2n = 18. 8. G. tricolor; metaphase ; n — 9 (chro- 
mosomes separated in drawing). 

In the genus Phlox 1 is the basic chromosome number for all 
forms examined both in this and previous studies. Most Phlox 
species are diploids. The exceptions found are low polyploids, three 
being tetraploids and one seemingly a triploid. 

The present work has shown two basic numbers in plants com- 
monly assigned to the genus Gilia. These are 7 and 9, the latter 
number being more frequent. One species of this genus, G. mille- 
foliata, is apparently a tetraploid with 36 chromosomes (Figs. 5 and 
6), although in an earlier, embryological, study Schnarf (1921) re- 
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ported 16 pairs of chromosomes in this species. Several genera 
often included in Gilia but probably deserving to be separated from 
that genus have basic numbers of either 7 or 9. These genera will 
be discussed in more detail below. 

In Polemonium previous investigations (Clausen 1931) as well 
as the present work have revealed only diploid species with 9 pairs 
of chromosomes. 



Figs. 9-19. Chromosomes in species from several genera of the Polemoniaceae. 9, 10, 
13, 14, 16, and 17 from aceto-carmine smears; 11, 12, 15, 18, and 19 from paraffin 
embedded, sectioned, material. 9. CoUomia grandiflora; metaphase; 2n = 16. 10. 
C. grandiflora ; meta phase ; 2n = 32 ; tetraploid cell in root tip of diploid plant. 11. 
€. coccinea; metaphase; 2n = 32. 12. C. coccinea; metaphase ; n == 16. 13. Hugelia 
virgata; metaphase; 2n = 14. 14. Cohaea scandens ; meteLphSiSe ; n = 26. 15. C. 

scandens ; metaphase ; 2n = 62. 16. Linanthus dianthiflorus ; metaphase; 2n = 18. 
17. Polemonium fcoreaiJe,* metaphase; 2n ~ 18. 18. Cantua huxifolia ; met 2 iph 2 iSQ; 

2n == ca. 64. 19. P/ite nwaKs ; metaphase ; 2n = 14. 
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The genus Collomia has a basic number of 8, three species having 
been found with 16 chromosomes, and a fourth possessing 32 somatic 
chromosomes. In this genus occasional tetraploid root tip cells have 
been found in diploid species (Fig. 10). 

Cobaea has been represented by a single species in the present 
work. This was observed to have 26 pairs of chromosomes (Figs. 
14 and 15). Lawson (1898) in studying the karyokinetic spindles 
in the P.M.C.’s of this species (C. scandens) says “The largest num- 
ber (of chromosomes) observed in polar view was twelve.” It is 
thus possible that there are both diploid and tetraploid forms of this 
species, the latter having been encountered in my work. 

Cantua also has been represented by only one species here. The 
exact chromosome number has not yet been ascertained but there 
are approximately 54 in somatic nuclei (Fig. 18). 

The above discussion shows that in the subfamily Polemonioideae 
there are three basic chromosome numbers, viz., 7, 8, and 9. In 
the other division of the family, Cobaeoideae, chromosome numbers 
are much higher with bases of 26, and, perhaps, 27 in the ones in- 
vestigated. 

Table 1 includes a complete list of available chromosome numbers 
of polemoniaceous plants with the exception of most of the species 
of Phlox, previously reported upon by the writer (Flory 1934) . Num- 
bers are given, however, for P. biickleyi and for P. adsurgens; for 
the former because they had not previously been observed in the 
P.M.C.’s of this interesting spacies ; for the latter because the number 
for authenic material of this species differs from that of the horticul- 
tural form sold under that name which had been used in a previous 
study. The names given for the species worked with in the present 
study are the checked and corrected ones, which differ in a number 
of cases from those given at the source of the material. Numbers 
not reported initially in this paper are followed by the name of the 
original author. 


Chromosome Size and Morphology 

Chromosome size depends, to some extent, upon the fixative used. 
Acetic acid has a swelling effect upon chromatin; most of the acids 
commonly used in fixing prior to paraffin embedding are more likely 
to shrink chromatin. Hence in smear preparations the chromosomes 
of a species may be appreciably longer than in sections from the 
same species prepared by the paraffin method. For a reliable com- 
parison of chromosome length all mounts upon which measurements 
have been made should be prepared in as nearly identical manners 
as possible. The somatic chromosome lengths recorded here have 
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Table 1. Chromosome numbers in the Polemoniaceae 


Species 

n 

2n 

Authors 

Polemonioideae 




Collomia coccinea Lehm- 

16 

32 


C. grandiflora Dougl. 

8 

16 


C, hetero hylla Hook 


16 


C. linearia 


16 


Gilia achilleaefoUa Benth. 

9 

18 


G. aggregata (Pursh.) Spreng. 

7 

14 


G, capitata Dougl. ex Hook 


18 

Fiory, 1934 

G. lonaifiora (Torr.) G. Don 


14 


G, millefoliata Fisch. & Mey. 

16 


Schnarf, 1921 

G. millefoliata Fisch. & Mey. 

18 

36 


G. rigidula Benth. 

9 

18 


G. rubra (h.) Heller 

7 

14 


G. tricolor Benth. 

9 

18 


G. tricolor nivalis Hort. 

9 

18 


Hugelia virgata Benth. 


14 


Leptodactylon californicum Hook. & Arn. 


18 


Linanthus aureus Greene 


18 


L, densiflorus Millik. 


18 


L, dianthifiorus Greene 


18 


L. dichotomus Benth. 


18 


L. parviflorus Greene 


is 


Phlox aasurgens Hort. 


ca. 21 

Fiory, 1934 

P, adsurgens Torr. ex Gray 


14 


P. amplifolia Britton 

7 



P. bifida Beck. 


14 


P. buckleyi Wherry (P.M.C^s) 

14 



P. Hoodii Hort. 


28 


P. longiflora Hort. 


14 


P. nivalis Lodd. 


14 


P. paniculata L. hort. vars. 




Ferdinand Cortez 

7 



Terre Keuve 

7 



Von Hoehberg 

7 



Widar 

7- 



Polemonium horeale Adsuns 


18 


P. caeruleum 

9 

18 

Clausen, 1931 

P. caeruleum album Hort. 


18 


P. c. graeile (Willd.) Brand 


18 


P. 0 , himalayanum Baker 

9 

18 

Clausen, 1931 ; present 




account 

P. c. monstrosum. Hort. 


18 1 


P. carneum Gray 

9 

18 

Clausen, 1931 

P. corfertum Gray 

9 



P. filicinum Greene 

9 

18 

Clausen, 1931 ; present 




account 

P. mexicanum Cerv, 

9 

18 

Clausen, 1931 ; present 




account 

P. molle Greene 


18 


P. pauciflorum Wats. 

9 

18 

Clausen, 1931 

P. pulcherrimum Hook 

9 

18 

Clausen, 1931 

P. reptans L. 

9 

18 

Clausen, 1931 ; present 




account 

P. Richardsonii Hort. 

9 

18 


P. van Bruntiae Britton 


18 


Cobaeoideae 




Cantua huxifolia Juss, ex Lam. 


ca, 64 


Cobaea scandens Cay. 

ca. 12 


Lawson, 1898 

C. scandens Cay. 

26 

62 
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all been secured from preparations made by the modified Warmke’s 
method. 

In Table 2 are indicated the size, approximate point of spindle 
fiber attachment, and number of satellites observed, of chromosomes 
of species representing the different cytological groups encountered. 
In material from some species, especially those with small chromo- 
somes, the spindle fiber constrictions do not show clearly. Where 
no evidence of a constriction is seen in either smeared or sectioned 
preparations, the chromosome is said to have a terminal attachment 
point. There is a possibility that at least some of the chromosomes 
so designated may actually have attachments other than terminal. 


Table 2. Data on somatic chromosomes of representative species in 
different cytological groups 


representative 

2n 

1 length in 
microns 

1 spindle fiber attachment 
point 

no. of 
satel- 
lites 
ob- 
served 

shortest 

lon- 

gest 

termi- ' 
nal (or j 
nearly | 
so) 1 

sub- 

termi- 

nal 

me- 
\ dian 

1 

sub- 

me- 

dian 

1. 

Cobaea scandens 

62 

1. 

2.6 

42 

4 

6 


2+ 

2. 

Collomia gran di flora 

16 

3.6 

9. 

4 

10 


2 

2 

3. 

Cilia achilleaefolia 

18 

4.5 

9. 


8 

4-0 

6-10 

2 

4. 

Cilia (Ipomopsis) rubra 

14 

7.6 

10. 


10 1 


4 

4 

5. 

Hugelia virgata 

14 

6. 

7.6 1 


8 

2 

4 

7 

6. 

Linanthus dianthiflorus 

18 

2. 

4.6 

2 

10 


6 

2 + 

7. 

Phlox bifida 

14 

5. 

9. 


10 

4 


2+ 

8. 

Polemonium boreale 

18 1 

7. 

11.6 


2 

16 


2 + 


Cytological Groups— Taxonomic Implications 

Cobaea and Cantua, of the subfamily Cobaeoideae, have many 
more, and much smaller, chromosomes than have the genera in the 
Polemonoideae. Also the nuclear-cytoplasmic ratio is much larger 
here than in other genera of this family. No Huthia species have 
been available for study. If this genus, together with Cobaea and 
Cantua really form a natural subdivision of the Polemoniaceae, as 
is commonly suggested, we would also expect to find many small 
chromosomes in it. There are certain taxonomic similarities between 
Cobaea and members of the Bignoniaceae, although the 3-celled ovary 
of this genus is not duplicated in any known representative of the 
family mentioned. Also Cantua and Fouquieria show some taxonomic 
relationship. It may be that when the natural relationships of the 
genera now placed in the Cobaeoideae are deciphered, these may be 
found to properly belong elsewhere. It will suffice for the present 
to say that the cytological picture presented by Cobaea and Cantua 
material is decidedly different from that shown by other members 
of the Phlox family. 


Cytologia, FujH jiib, vol., 1937 
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As indicated above, the genera Collomia, Gilicb, Hugelia, Linan- 
thus, Leptodactylon, Ipomopsis, together with about six others, are 
often collectively grouped and all their representatives called 
“Gilias”. According to Craig’s work (1934) Hugelia, has consider- 
able taxonomic claim to being grouped as a sub-division of the genus 
Gilia. Certain of the other genera, however, do not appear to have 
close enough taxonomic aflBnities to be lumped with Gilia, and the 
cytological differences found tend to substantiate the taxonomical 
relationships. 

Thus, members of the genus Collomia have 8 pairs of chromo- 
somes (or multiples thereof) and by this number are distinguished 
cytologically from all other representatives of the family. This and 
other cytological features (see Table 2 above) support the contention 
of many taxonomists that Gray made a serious error in combining 
this genus with the genus Gilia, 

Gilia achilleae folia is representative of the true Gilias in taxo- 
nomic and in cytological characters. The above table lists the most 
conspicuous cytological distinctions of this member of the group. 
Gilia rigidula and G. tricolor are among the other good species of 
this group. Figs. 1, 2, 7, and 8 depict the chromosomes of these 
species. 

The species usually listed as GiZia rubra, G. aggregata, and G. 
longiflora seem to be closely related morphologically. A study of 
their chromosomes strengthens the view that they are indeed very 
closely related to each other and are different enough from the true 
Gilias to be worthy of the generic distinction sometimes accorded 
them in placing them in the genus Ipomopsis, proposed by Michaux 
as early as 1803. 

A representative Hugelia species (see Table 1) apparently has 
only 7 pairs of chromosomes, thus differing from plants which un- 
questionably belong in Gilia. Chromosome numbers then would lend 
■support to the contentions of Bentham (1833) and of Jepson (1925) 
that Hugelia is generically distinct rather than a sub-genus of Gilia, 
as urged recently by Craig, l.c. 

The species sometimes placed in the genera Linanthus and 
Leptodactylon have 9 pairs of chromosomes. In that respect there 
is no cytological difference between these and the true Gilias. How- 
ever these segregates from Gilia prove to have measurably smaller 
chromosomes; the exact figures for representatives of each group 
may be compared in table 2 above. Hence the cytological evidence 
tends to substantiate the taxonomical facts which favor the setting 
apart of these two genera. No cytological differences have yet been 
observed, however, between Linanthus and Leptodactylon. 
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The remaining two cytological groups that may be recognized 
are those observed in the genera Phlox and Folemonium, The pre- 
sent study confirms the earlier descriptions of the chromosome pic- 
tures observed in these genera by Flory, l.c., and Clausen, Lc. i 

Drawings of the chromosomes of species representative of the 
different cytological groups are shown in Figs. 1-19. 

Detailed descriptions of the cytological groups are not given 
here. The chief data bearing on such descriptions are given in Table 
2 of the preceding section. 

In some plant groups there seems to be no connection between 
chromosome numbers and taxonomic relationships. An example of 
this is furnished by the work of Gershoy (1934) on yiolo^i In many 
cases, however, there does appear to be a definite correlation between ■ 
chromosome number, morphology; etc., and the other affinities of 
related forms. Where taxonomical relationships are best understood 
in the Polemoniaceae (as in the genus Phlox ) , closely related plants 
are found to have chromosome complements identical in number of 
elements and similar in appearance. It has seemed reasonable to 
assume then, in the discussion of this family, that chromosome 
characters such as number per complement, size, and structure, are 
valuable diagnostic characters of the species and genera concerned. 

Summary 

Previously unreported counts on 40 well differentiated species 
or varieties of the Polemoniaceae are given. Included with these is 
a general account of all chromosome numbers reported for species 
of this family to date. This is followed by a summary of chromosome 
size, chromosome morphology, and the different cytological groups 
observed. There is a discussion on the taxonomic grouping implied 
by the cytological facts. 

The author wishes to thank Professor Orland E. White and 
Professor Edgar T. Wherry for gifts of materials, and for their 
interest in this work. To Professors E. T. Wherry, Karl Sax, and 
S. H. Yarnell grateful acknowledgement is made for their critical 
reading of the manuscript. 

This study was begun at the Blandy Experimental Farm of 
the University of Virginia, and was continued while the writer was 
a Fellow of the National Research Council at Harvard University. 
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Beitrag zum Intersexualitatsproblem bei Aucuba japonica Thunb.* 

Von 

Yukio Yamamoto 


Das erste Intersex von Aucitba japonica wurde im J. 1929 von 
Kihara entdeckt und von Hosono (1933) naher untersucht. Seither 
wurden mehrere Intersexe bei dieser Pflanze von den Mitgliedern 
unseres Instituts gef unden. Im f olgenden werden die Beobachtungen 
bei einigen dieser Pflanzen kurz mitgeteilt. 

Material 

Der Hauptgegenstand der morphologisch-karyologischen Unter- 
suchungen war ein in den Anlagen unserer Universitat gezogenes 
mannliches Intersex, Nr. 2.^^ Aul3erdem konnte ich noch an einigen 
anderen in der Umgebung von Kyoto wildwachsenden Intersexen 
Beobachtungen anstellen. 

Die Fixierung der Blutenknospen wurde mit Carnoy’s Fliissig- 
keit, die der Wurzelspitzen mit La Courts 2BE-Losung ausgefiihrt. 
Die Mikrotomschnitte waren sowohl bei Blutenknospen als auch bei 
Wurzelspitzen 18 p dick. 


Auflere Morpliologie 

A: japonica ist eine morphologisch streng getrenntgeschleclitige 
Pflanze. Die Bluten der Weibchen zeigen keine Spur von Androzeum, 
in denjenigen der Mannchen nimmt die Stelle des Pistills eine rauten- 


formige Vertiefung ein (Abb. 
2-b). Der Bltitenboden ist bei den 
weiblichen Bluten zylinderformig, 
bei den mannlichen trichterformig 
(Abb. l~a, c) . Die Infloreszenz 
der Mannchem stellt eine lockere 
lang gestielte Ahre dar; bei den 
Weibchen ist sie fast sitzend und 
btischelfbrmig (Abb. 3 u. 4). 

Bei den Intersexen findet 
man allerlei tJbergange zwischen 



a b c 


Abb. 1. a Blute eines normalen Weib- 
chens. b Gemiscbtgeschlechtige BlUte 
eines mannlichen Intersexes, c Blute 
eines normalen MSLnnchens. (a, b u. c 
Seitenansicht). Vergr. 12'fach. 


* Contributions from the Laboratory of Genetics, Biological Institute, Depart- 
ment of Agriculture, Imperial University, No. 80, 

1) Hosono’s Intersex war als Nr. 1 bezeichnet. 
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Abb. 2. a Bliite eines normalen Weibchens. b Bliite eines normalen Mannchens. 
c-h B lu ten des Inters exes Nr. 2. c Mit 4 Antheren. d Mit 3 Antheren . e-f Mit 2 
Antheren. g MitlAnthere. d Weibliche Blute ohne Antheren. Vergr. 12-fach. 



Abb. 3>4. BlUtenstande der Intersexe. 3. Weibliches 
Intersex. 4. Mannliches Intersex. 


beinah rein mann- 
lichen und rein weib- 
lichen Bliiten. Eine 
kleine statistische Un- 
tersuchung tiber die 
variierende Zahl der 
Antheren in den Bliiten 
des mannlichen Inter- 
sexes Nr. 2 findet sich 
in Tab. 1 (die Bliiten 
der normalen Mann- 
chen haben bekanntlich 
4 Staubgefabe) . 

Die Morphologie 
der Bliiten der inter- 
sexuellen Pflanzen stellt 
sich verschieden dar, je 
nachdem ob man mit 
einem mannlichen Oder 
einem weiblichen Inter- 
sex zu tun hat. Die voll 
mannlichen Bliiten der 
mannlichen Intersexe 
mit 4 StaubgefaBen 
haben keine rauten- 
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formige Vertiefung an Stelle des Pistills, sondern ein fortsatz- 
formiges Rudiment des weiblicben Organs. Den weiblichen Blliten 
fehlt zwar das Androzeum vollstandig, ihr Pistill hat aber eine 
anormale, unregelmabig gelappte Gestalt (Abb. 2-h). Bei den weib- 
lichen Intersexen hingegen ist das Pistill in den weiblichen Bliiten 
durchaus normal gestaltet; rein mannliche Bliiten konnte ich nicht 
finden. Die Infloreszenz hat bei den mannlichen Intersexen typisch 
mannliche, bei den weiblichen typisch weibliche Gestalt (Abb. 3-4). 
Gestalt und Farbung der Blatter sind bei Aucuha im allgemeinen 
ziemlich variabel. Intersex Nr. 2 hatte langere und schmalere sowie 
dunkler griine Blatter als die typischen betreffs des Geschlechtsaus- 
drucks normalen Pflanzen. Ob diese Unterschiede mit der Inter- 
sexualitat der betreffenden Pflanze zusammenhangen oder nur ein 
Ausdruck der gewohnlichen Variabilitat sind, muB dahingestellt 
bleiben (Abb. 5-a, b u. c) . 



a be 


Abb. 5. Blatter der Weibchen, Intersexe und Mannchen. Von links nach rechts : 
normales Weibchen, Intersex Nr. 2, normales Mannchen. 

Es ist ferner von Interesse, da6 der Bliitenboden bei dem Inter- 
sex Nr. 2 nur sparlich behaart war, wahrend die normalen Pflanzen 
beiden Geschlechts an dieser Stelle reichliche Behaarung aufweisen 
(Abb. 1-a, b u. c) . 


Zahlenverhaltnis der Geschlechter 

Nach Kihara's Angabe (1935) iiberwiegt deutlich das mann- 
liche Geschlecht; er fand 60% & und 40% Meine eigene Aus- 


]_g4 Y. Yamamoto Cytoiogia, Fujii jub. voI. 

Tabellel. Versuchspfl.Nr.2. Die in 100 Bluten "^hlung ergab ein ahll- 

gefandenen Zahlen der Staubf^den lichss Rosultat, WIB aus 

. - . tn 1 T 

Anz. d. Staubf. 

0 12 3 4 

xau. iiei vuigeiiu. jutjiuei 

Summe^ mufite auch ich mich bei 

Anz. d. Bluten 

Tabelle 2* Zahl 
bei wildwac 

1 3 9 12 17 69 1 100 dieser Untersuchung auf 

die im Freien vorkom- 
lenverhaltnis der Geschlechter menden Populationen be- 

,hsenderA««6niapemea schranken. ‘da die Auf- 

" G eschlecht 

Standort 

71 

9 C? 9 

Summe zucht von Aucuba aus 
Samen bis zum Bltihen 

I. Kibune 

II. Kurama 

294 517 3 

314 551 4 

814 mehrere Jahre erfordern 

wiirde. 

Sum me 

608 1068 7 

1688 Dieses Zahlenverhalt- 

% 

36.1 63.6 0.4 

100 Bis ist insofern von In- 

teresse, als bei anderen 


bis jetzt imtersuchten diozischen Pfianzen (WiNGE 1923, Kihara u. 
Ono 1923, Nohaea 1923, Correns 1928, Malhotra 1930 und Kihara 
u. Hirayoshi 1933) das weibliche Geschlecbt in iiberwiegender Zahl 
notiert wurde, soweit die nicht das Verhaltnis 1:1 realisierten. 

Die Intersexe traten in dem von mir imtersuchten Material mit 
einer Haufigkeit von 0.4% auf. 


Karyologische Beobachtungen 

Die haploide Chromosomenzahl von A. japonica betragt 16 
(SUGIURA 1927, Meurman 1929, SinotO 1929 und HosoNO 1933). 
Eine eingehende karyomorphologische 
Untersuchung des Chromosomensatzes 
hat Meurman ausgeftihrt. Er unter- 
scheidet je nach Gestalt und Grbfie acht 
deutlich verschiedene Chromosomentypen 
in der somatischen Garnitur (vgl. Abb. 

7), deren Jeder vier Mai vertreten ist. 

Die Weibchen und Mannchen haben das 
gleiche Chromosomensortiment ; mor- 
phologisch unterscheidbare Geschlechts- 
chromosomen konnten nicht festgestellt 
werden. Meurmans Befunde stimmen 
mit ineinen Beobachtungen iiberein. 

Die Untersuchung des somatischen 
Chromosomensortiments des Inter sexes 
Nr. 2 ergab, dafi es das gleiche ist wie bei den normalen Pflanzen, 
aber 2 uberzahlige Eragmente enthalt (Abb. 6 u. 7) . Diese liessen 



Abb. 6. Somatische Chromo- 
somengarxiitur des Intersexes 
Nr. 2. Vergr. 2000-fach. 
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hie 'll or Iffc 

I II III IV 

7UC K(c ii 

V VI VII VIII f, fj 

Abb. 7. Die Chromosomen der Abb. 6, nach den morphologischen Typen gruppiert. 



sich auch in den 
Reifungsteilungen 
feststellen (Abb. 

8 u. 9 ) . Die 
Reifungsteilungen 
sind bei dem In- 
tersex noch be- 
deutend unregel- 
mSBiger als bei 
den normalen 
Pflanzen, bei de- 
nen sich aus der 
Autotetraploidie 
von A. japonica 
ergebende Unre- 
gelmaSigkeiten oft vorkommen (vgl. Meurman 1929 und Kihara u. 
Yamamoto 1935). 

F ertilitatsverhaltnisse 

Tab. 3 und 4 orientieren iiber die Fertilitat der normalen Mann- 
chen bzw. Weibchen. Beide Geschlechter weisen eine ziemlich gute 
Fertilitat auf . 

Die Untersuchung des Pollens des mannlichen Intersexes Nr. 2 
ergab 50% tauglich aussehende Pollenkorner, wie aus Tab. 5 her- 

vorgeht. Von den mit 


Abb; 8-9. 


I. Metaphase der P.M.Z. Vergr. 1500-fach. (In 
Abb. 6-9 sind die Pragmente punktiert.) 


Tabelle 3. Pollenbeschaffenheit bei normalen 
MSnnchen 


Pollen- 

kategorien 

AuBerlich 

normal 

Inhaltsarm 

Summe 

Beobachtet 

1946 

666 

2500 

% 

77.8 

22.2 

100 


diesen Pollen bestaubten 
Bliiten eines normalen 
Weibchens baben aber nur 
14% angesetzt. 

Auf weiblicher Seite 
war Nr. 2 vollkommen 
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Tabelle 4* Fruchtbarkeit der normalen Weibchen 
(naeh kunstlicher Bestaubung, nach Kihara 
und Yamamoto 1935) 


Anz. d. BlUten 

1 Anz. d. 

Befruebtungssamen 

% 

200 

160 

80 


Tabelle Pollenbeschaffenheit bei dem 
Intersex Nr. 2 


Pollen- 

kategorien 

AuBerlich 

norm. 

Inhaltsarm 

Summe 

Anz. d. P. 

267 

233 

500 

% 

63.4 

46.6 

100 


steril; es waren also nur 
die mannlichen Organe 
dieser Pflanze funktions- 
fahig. Dieser Befund 
stimmt zu dem Verhalten 
der mannlichen Intersexe 
gegen Kaliumchlorat (un- 
tersucht wurde das Inter- 
sex Nr. 1 /vgl. HOSONO 
1933/), welches genau 
das gleiche war wie das 
der normalen Mannchen 
(Yamamoto 1936). 


Schlufibetrachtung 

Die Chromosomengarnitiir des mannlichen Intersexes Nr. 2 
unterscheidet sich von derjenigen normaler Pflanzen nur durch das 
Vorkommen von 2 uberzahligen Fragmenten. Der Fall ist demnach 
dem von HosONO untersuchten, der 1 seiches Fragment gef unden hat, 
ganz ahnlich. Da die 2 bis jetzt karyologisch naher bekannten Inter- 
sexe sich durch iiberzahlige Fragmente auszeichnen, liegt die An- 
nahme eines Zusammenhangs zwischen deren Vorkommen und der 
Intersexualitat bei Aucuba nahe. Sollte eine solche Beziehung tat- 
sachlich vorhanden sein, so miifite man annehmen, daft der Genbestand 
der betreffenden Fragmente Weiblichkeitsgene enthalt, durch deren 
Duplizierung das normale quantitative Verhaltnis der Differenziatoren 
gestort und der Geschlechtsausdruck entsprechend verandert wurde. 
Doch sind noch weitere Untersuchungen zur Sicherstellung eines 
derartigen Zusammenhangs nbtig. 

Fragmentierung von Chromosomen in der Meiosis diirfte bei A. 
ja^onica kein seltener Vorgang sein. Die Pflanze ist, wie oben 
erwahnt, autotetraploid und ihre Reifungsteilungen weisen im 
Zusammenhang damit eine Eeihe Unregelmafiigkeiten auf, abgesehen 
von der fur sie charakteristischen Ringbildung aus einer variierenden 
Chromosomenzahl. Es treten in der I. Metaphase auber der Ver- 
kettung Uni-, Bi-, Tri- und Tetravalente auf. Ferner wurde beo- 
bachtet, daft die Trennung bei 6 Paaren sich in der I. Anaphase merk- 
lich verzogert. Dadurch werden die betreffenden Chromosomen oft 
zu langen Brticken ausgezogen, wobei sie leicht in 2 oder mehr Seg- 
mente zerfallen konnen. Eine Fragmentierung der Trager der 
Geschlechtsgene mtifite, wenn die sie enthaltenden Fragmente der 
Elimination nicht anheimfallen wiirden, eine Verschiebung des 
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quantitativen Verhaltnisses dieser Gene nach sich ziehen und Inter- 
sexualitatserscheinungen hervorriifen. 

Zum Schlub sei es mir gestattet Herrn Prof. Dr. H. Kihara, der 
mir zu dieser Arbeit die wohlwollende Anregung gegeben hat, auch 
hier meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. Ebenso bin ich 
Herrn Doz. Dr. I. Nishiyama fiir seine Hilfe bei der Priifung des 
Zahlenverhaltnisses der Geschlechter zu Dank verpflichtet. 
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Chromosomes and Phylogeny in Some Genera of the Crepidinae 

By 

E, B. Babcock, G. L. Siebbins, Jr., and J, A. Jenkins 

Division of Genetics, University of California, Berkeley, Calif. 

Introduction 

The cyto-genetic and taxonomic studies of Crepis, which have 
now been carried on for sixteen years, have amply demonstrated the 
value of this genus for such studies (Babcock and Navashin, 1930, 
Hollingshead and Babcock, 1930, Babcock and Cameron, 1934) . In 
order to gain a better understanding of the origin and relationships 
of Crepis, and of the evolutionary processes in the subtribe Crepidinae 
as a whole, a study of the various other genera of this subtribe has 
been undertaken. This paper is intended as a preliminary report on 
this work, and presents the results obtained to date on the genera 
most nearly related to Crepis ^ and which have been studied sufficiently 
so that conclusions concerning them can be drawn. 

Of the six genera included in this report, only two, Lactuca and 
Ixeris, have been previously examined cytologically to any extent. 
Ishikawa (1921) reported on the meiotic chromosomes of both of 
these genera, and obtained cytological evidence that Ixeris should be 
recognized as distinct. Marchal (1920) recorded, without illustra- 
tions, the haploid number n = 8 in Lactuca perennis and L, virosa, 
counts that have proved erroneous (see below) , while Gates and 
Rees (1921) made a careful study of meiosis in L. Scariola and L. 
sativa, obtaining the haploid number n = 9 for these two species and 
L. muralis. In addition, the chromosome number of Lactuca (as 
Mulgedium) tuberosa has been counted by Poddubnaja-Arnoldi (ex 
Tischler 1936), oi Ixeris clentata by Okabe (1932), of /. (as 
Lactuca) denticulata by Heitz (1929), of Youngia (as Crepis) 
japonica by Tahara (1910) and Hollingshead and Babcock (1930), 
of T. (as Lactuca) depressa and of Dubyaea hispida (as Crepis 
bkotanica) by Babcock and Cameron (1934). A significant cyto- 
genetic study within this group is that of Ono and Sato (1935) on 
Ixeris {Crepidiastrum) Imiceolata var. latifolia x L {Paraixeris) 
denticulata. 
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Materials and Methods 

Chromosome counts and morphological studies were made ex- 
clusively on somatic root tip metaphases. The root tips were fixed 
when the rosettes were growing vigorously in six inch pots in the 
greenhouse. Two fixatives were used: (1) Muntzing’s (1932) 
modification of Navashin’s chrom-acetic-formalin solution followed 
by the glycerin-butyl dehydration and embedding schedule, (2) 
Randolph’s (1935) modification of chrom-acetic-formalin (“Craf”) 
and embedded in paraffin according to his schedule. 

Sections were cut from 10-12 ^ and stained with either Smith’s 
(1934) modification of crystal violet or with Stockwell’s (1934) 
modification of Flemming’s triple stain. The latter gave much better 
preparations, particularly in those species where there were many 
cytoplasmic inclusions. 

The morphological studies of the chromosomes were complicated 
by the fact that the chromosomes in most of the species examined 
were quite long and twisted so that it was difficult, particularly in 
those with high numbers, to find plates in which they were well 
separated, and almost impossible to find plates in which all of them 
were in one plane. In addition there was some variability in the 
absolute length of the chromosomes, even in neighboring plates in 
the same section, though there was no indication that the relative 
length of the two arms of any chromosome was materially changed. 

Plates were selected for drawing primarily because they were 
well spread and as “flat” as possible. Satellites were a secondary 
consideration, though an attempt was made to illustrate the total 
number found in any one species. 

All drawings were made with the aid of a camera lucida using 
a Zeiss apochromat 90 x, N.A. 1.3 objective and a Zeiss 30 x com- 
pensating ocular, which gave a magnification of 5000 times at table 
level, and was reduced one-half in publication. This magnification 
is the same as that used in the previous papers on Crepis. 
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Table 1. Chromosome Numbers in Six Genera of Crepidinae 

Note : Species listed in italics are here reported for the first time. Published counts 
verified by the writers are indicated with an ! 


Name and source of material 

Accession 

numbers 

Number 

plants 

examined 

Somatic 

chromo. 

number 

Figures 

PKENANTHES, subgenus NABALUS 

Prenanthes alba L. 

Massachusetts, U.S.A. 

216 

1 

32 

Fig. 16 

West Virginia, U.S.A. 

239 

1 

32 


Prenanthes oltissima L. 

Maine, U.S.A. 

174 

1 

16 


New Hampshire, U.S.A. 

241 

1 

16 


Prenanthes nana (Bigel.) Torr. 

New Hampshire, U.S.A. 

169 

1 

16 


Prenanthes sagittata (Gray) Nelson 
Montana, U.S.A, 

170 

3 

16 

Fig. Id 

Prenanthes serpentaria Pursh. 

New Jersey, U.S.A. 

248 

1 

16 


Prenanthes Tatarinowii Maxim. 

Hopei, China 

234 

3 

16 

Fig.lc 

Prenanthes trifoliolata (Cass.) Pern aid 
Maine, U.S.A. 

171 

1 

16 

Fig. la 

PRENANTHES, subgenus 
EUPRENANTHES 

Prenanthes cacaliaefolia (M. Bieb.) Beau- 
verd 

Tiflis,U.S.S.R. 

293 

1 

18 

Pig. le 

Prenanthes purpurea L. 

^Paris, Prance 

3342 

2 

18 

Fig. 1/ 

DUBYAEA 

Dubyaea hispida (Don) DC : Babcock and 
Cameron, (1934) {Crepis bhotanica Hut- 
chinson) 

Northern India 

3245, 3361 

2 

16 


*Edin burgh, Scotland 

48, 53 

2 

16 

Pig. 2b 

^Darjeeling, India 

60 

1 

16 

-^Dubyaea oHgocephala (Sch. Bip.) Steb- 
bins {Paleya oHgocephala Sch. Bip.) 
Kashmir, India 

3311 

2 

16 

Fig. 2a 

LACTUCA, subgenus MULGEDIUM 

Laetuca Bourgaeif (Boiss.) Bornm. 

*Kew, England 

3369 

1 

16 

Pig. 3a 

^Edinburgh, Scotland 

54 

1 

16 

Laotuca flortdana (L.) Gaertn, 

Maryland, U.S.A, 

272 

1 

34 


+Lactuca MarschalUi Stebbins (Mulge- 
dinm prenanthoides (M. Bieb.) DC.) 
*Lund, Sweden 

202 

2 

16 


Lactuca Plumieri (L.) Gren. & Godr. 
*Geneva, Switzerland 

38 

2 

16 

Pig. 36 

^Leyden, Holland 

64 

1 

16 

Lactuca Raddeana Maxim.; Ishikawa, 
(1921): n = 9 

Lactuca sihirica (h.) ‘Beriih, 

'^Paris, Prance 

116, 3330 

6 

(18) 

18 

Fig. 3c 

Lactuca spicata (Lam.) Hitchc. 

New Jersey, U.S.A. 

243 

1 

34 

Indiana, U.S.A. 

220 

1 

34 


California, U.S.A. 

807 

1 

34 
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Table 1* (Continued) 


Name and source of material 

Accession 

numbers 

Number 

plants 

examined 

Somatic 

chromo. 

number 

Figures 

Lactuca tatarica (L.) C.A. Mey. 

Cap D' Antibes, France 

164 

1 

18 


Lactuca villosa Jacq. 

Virginia, U.S*A. 

271 

1 

34 


Maryland, U.S.A. 

273 

1 

34 


Louisiana, U.S.A. 

290 

1 

34 


LACTUCA, subgenus SORORIA 

Lactuca rostrata (Blume) Boerl. 

Mt. Gedeh, Java 

233 

1 

18 

Fig. Zd 

LACTUCA, subgenus LACTUCOPSIS 

^Lactuca aurea (Sch. Bip.) Stebbins 
(Mulgedium. sonchifolium Vis.) 

Sofia, Bulgaria 

308 

1 

16 


Lactuca bracteata Hook, f . & Thoms. 
^Edinburgh, Scotland 

49 

1 

16 

Fig. 3e 

Lactuca Schulzeana Biittner 

Dalatando, Angola, tropical Africa 

279 

2 

16 

Fig. 3/ 

Lactuca Ha%'manmanaf Asehers. 
Cirenaica, North Africa 

74 

1 

16 

LACTUCA, subgenus MYCELIS 

Lactuca muralis (L.) Fresen. : Gates and 
Rees (1921) : n = 9 
^Copenhagen, Denmark 

103 ; 

1 

18 


Hohenstein, Germany 

178 

1 

8 


*Lund, Sweden 

200 

1 

18 

Fig. 46 

LACTUCA, subgenus PHAENIXOPUS 

Lactuca orientalis Boiss. 
GUmiish-Khaneh, Turkey 

3314 

3 

36 


Lactuca viminea (L.) J. & C. Presl. 
Gumiish-Khaneh, Turkey 

3316 

3 

18 


*Paris, France 

3336 

6 

18 

Pig. 4a 

LACTUCA, subgenus SCARIOLA 

Lactuca campestris Greene 

Indiana, U.S.A. 

226 

1 

34 


Lactuca canadensis L. 
var. typica Wiegand 

Ohio, U.S.A. 

179 

1 

34 


var. integrifolia (Bigel.) Wiegand 
Maine, U.S.A. 

214 

1 

34 


var. latifolia 0. F. Ktze 

Vermont, U.S.A. 

212 

1 

34 


Massachusetts, U.S.A. 

211 

1 

34 


var. obovata Wiegand 

Indiana, U.S.A. 

221 

1 

34 


Ohio, U.S.A. 

181 

1 

34 


Lactuca creticaj Desf. 

Cirenaica, North Africa 

75 

1 

16 

Fig. id 

Lebanon, Syria 

262 

1 

16 

Lactuca graminif lia Michx. 

Florida, U.S.A. 

3379 

2 

34 

Fig. ig 

Lactuca indica L. 

China 

373 

1 

18 

Lactuca iaciniata (Houtt.) Makino : Ishi- 
kawa, (X921) : n = 9 

Peiping, China 

235 

1 

18 

Fig. ih 
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Table 1* {Continued) 


Name and source of material 

Accession 

numbers 

Number 

plants 

examined 

Somatic 

chromo. 

number 

Figures 

Lactuca leptocephalay Stebbins (cf . Steb- 
bins, 1936) 

Belgian Congo 

335 

1 

16 


Lactuca ferennis L. 

•^Cologne, Germany 

80 

2 

18 

Fig. 4e 

^Hamburg,; Germany 

4, 6 

5 

18 j 

Lactuca saligna L. 

Quebec, Canada 

184, 185 

^ 2 

18 


Lactuca scariola L. : Ishikawa, (1921); 
Gates <& Rees, (1921) : n = 9 

Geitswald, Germany 

31 

2 

18 1 


Gumdsh-Khaneh, Turkey 

3318 

1 

18 1 


^Bucharest, Roumania 

24 

1 

18 


Tashkent, U.S.S.R. 

27 

2 

18 


Simla, India 

140 

1 

18 ! 


Lactuca tenerrima Pourr. 

Majorca Island, Spain 


2 

16 

Fig. Ac 

Lactuca tuberosa (L.f .) Jacq . Poddubnaja- 
Arnold!, ex Tischler, (1936) : (n = 8) 
Lactuca virosa L. 

■^Paris, France 

1 3331 

3 

(16) 

18 

^Konigsberg, Germany 

! 33 

2 

18 


*Oslo, Norway 

139 

1 

18 


*Leyden, Holland 

302 

1 

18 

Pig. 4/ 

CephaJ orrhynchus glandulosus Boiss. 
*Sofia, Bulgaria 

3324 

2 

18 

YOUNGIA 

Youngia depressa (Hook. f. et Thoms.) 
Babe. & Stebbins 

{Lactuca depressa Babe. & Cameron) 
Babcock and Cameron, (1934) 

Youngia japonica (L.) DC. Tahara, (1910) 
et al : n == 8 

Youngia paleacea (Diels) Babe. & Stebbins 
{Crepis paleacea Diels, see Babcock 
and Stebbins, 1937) 

Yunnan, China 

3266, 3267 

6 

16? 

16! 

32 ' 

Pig. ^b 

Youngia stenoma (Turez.) Ledeb. 
Mongolia 

3268, 3269,1 
3270 1 

3257 

4 

16 

Fig. 6a 

Youngia tenuifolia (Willd.) Babe. & Steb^ 
bins 

{Crepis tenuifolia Willd.) Babcock and 
Cameron, (1934) 

IXERIS, subgenus EUIXERIS 

Ixeris alpicola Nakai: Ishikawa, (1921): 
n = 7 

Ixeris chinensis (Thunb.) Nakai: Ishi- 
kawa : n = 16 

Ixeris dentata (Thunb.) Nakai : Okabe, 
(1932) 

Ixeris graminea (Fisch.) Nakai : Hollings- 
head and Babcock, (1930) 

Ixeris japonica (Burm.) Nakai: Ishi- 
kawa : n ~ 24 

IxerispolyeephalaCass. : Ishikawa: n “8 
Ixeris repens (L.) Gray : Ishikawa: n=8 
Ixeris stolonifera Gray : Ishikawa : n=8 

i 

i 


j 

15, 20, 24 

(14) 

321 

21! 

16 

(48) 

(16) 

(16) 

161 
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Table 1. (Continued) 


Name and source of material 

Accession 

numbers 

Number 

plants 

examined 

Somatic 

chromo. 

number 

Figures 

IXERIS, subgenus PARAIXERIS 

-f-Ixeris chelidoniifolia (Makino) Stebbins : 
Ishikawa : n — 6 

4-Ixeris denticulata (Houtt.) Stebbins 
-t-subsp. typica (Maxim.) Stebbins (Lac- 
tuca denticulata (Houtt.) Maxim.) : 
Ishikawa : n = 5, Heitz, (1929) 

-fsubsp. ramosissima (Benth.) Stebbins 
Hong Kong, China 

194 

3 

(10) 

10! 

10 

Pig. 5c 

-1-subsp. sonchifolia (Bunge) Stebbins 
Peiping, China 

237 

3 

10 

Fig. 5d 

IXERIS, subgenus CREPIDIASTRUM 

-flxeris Keiskeana (Maxim.) Stebbins: 

Ishikawa (1921) : n = 5 
-flxeris lanceolata subsp. platyphylla (Ma- 
kino) Stebbins 

(Crepidiastrum lanceolatum var. lati- 
folium, Nakai) 

Ishikawa, (1921) ; Ono & Sato, (1935) : 
n = 6 

■\-IxerislinguaefoliaQx2iY 

(Crepidiastrum linguaefolium Nakai) 
Bonin Islands, Japan 

341 

2 

(10) 

10! 

10 

Fig. 5e 

* Seed obtained from Botanical Gardens 
+ For the orig^in of the names indicated by this s 

ign, see Stebb 

lins (1937). 




Description 

Nine out of thirty-five species, representing both subgenera of 
PrenantheSy have been examined. The species P. alba (2n = 32, 
Fig. 16), P. altissima (2n=16), P. nana (2n = 16), P. sagittata 
(2n = 16, Fig. Id), P. serpentaria (2n = 16), P. Tatarinoivii (2n = 
16, Fig. Ic) , and P. trifoliolata (2n = 16, Fig. la) are all on the basis 
of eight, whereas P. cacaliae folia (2n = 18, Fig. le) and P. purpurea 
(2n = 18, Fig. 1/) in the subgenus Euprenanthes are on the basis of 
nine. 

The chromosome morphology of these species is strikingly similar. 
All of the chromosomes within any specific genom are very much 
alike in shape and size, having median or submedian constrictions. 
The only morphological difference between the various genoms is 
in the absolute size of the chromosomes. The chromosomes of P. 
cacaliaefolia are definitely larger than those of Nabahts, though they 
have the same relative proportions. The species within the sub- 
genus Nabalus itself show very little difference in size. 

Dubyaea oligocephala (2n = 16, Fig. 2a) and D, hispida 
(2n = 16, Fig. 26) have very similar genoms both in size and 
morphology, all of the chromosomes having median or submedian 
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a P. trifoUolata b P. alba c P. Tatarinowii 



d P. sagittaia e P, cacahaefolia f P. purpurea 


Fig. 1, Chromosomes of Prenanthes, 


constrictions. The idiograms of both species are strikingly similar 
to those in the subgenus Nabaliis of Prenanthes. 

In Lactuca, 30 out 
of about 150 species, 
representing all but 
one of the subgenera, 
have been studied. 
The subgenus Mulge- 
exclusive of 
the American species, 
has the two basic 
a D. oligocephala h D. hispida numbers eight and 

Fig. 2. Chromosomes of Duhyaea. nine. The species 

with eight as a basic 

number, namely: L. Bonrgaei (2n — 16, Fig. 3a), Lactuca Mar- 
schallii (2n = 16), and L. Plumieri (2n = 16, Fig. 3b) all have 
a similar idiogram. One pair has an almost median constriction and 
the remainder are definitely sub-terminal, grading off to a small pair 
with a round head. L. sibirica (2n = 18, Fig. 3c) and L. tatarica 
(2n = 18) both have essentially the same idiogram which differs from 



1) This subgetius is recognized in the same sense as the genus of Cassini, i.e*, to 
include all of those species in which the involucre is well imbricated, and the achene 
is unbeaked or has a short, stout beak. 
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the eight-paired species in the addition of a small pair of medianly 
constricted chromosomes. There is some variation in the absolute 
size of the chromosomes within this subgenus, but it is not marked. 



a Bourgaei h L, Plumieri c sibiriea 



d L. rostrata 



e jL. bracteata 



f L. Schulzeana 


Fig. 3. Chromosomes of Lactucaf subgenera : Mulgedium, Sororia and Lactucopsis. 


L. rostrata (2n = 18, Pig. 3d) is the only species in the subgenus 
Sororia examined. The chromosome morphology is quite distinct 
from that in the subgenus Mvlgedium in that all of the chromosomes 
have median or sub-median constrictions. There is a very close 
resemblance between the chromosomes of L. rostrata and those in the 
subgenus Euprenanthes in number, morphology and size. The 
absolute size of the chromosomes in L. rostrata is somewhat greater 
than in the species of the subgenus Mulgedium. 

Four species: L. aurea (2n = 16), L. bracteata (2n = 16, Fig. 
3e), L. Haimanniana (2n = 16), L. Schulzeana (2n = 16, Fig. 3/) 
in the subgenus Lactucopsis are on the basis of eight. The chromo- 
somes are somewhat larger, but on the whole very similar to those 
of the sixteen chromosome species in the subgenus Mvlgedium, the 
only obvious difference being that two pairs rather than one have 
sub-median constrictions. 

L. muralis (2n = 18, Fig. 46) and L. viminea (2n = 18, Fig. 4a), 
the type species of the subgenera Mycelis and Phaenixopus, both have 
idiograms very similar to L. sibiriea, except that the absolute size of 
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the chromosomes is markedly reduced. The chromosomes of L. 
orie7italis (2n = 36) are not so much reduced in size, though they 
too have mostly subterminal constrictions and a few small chromo- 
somes with sub-median constrictions. 

Leaving out of the discussion for the time being the American 
species, L. campestris, L. canadensis, and L. graminifoUa, the sub- 
genus Scariola has the two basic numbers eight and nine. There 
is considerable morphological variation in the nine series. L. 
laciniata (2n = 18, Fig. 4A), and L. indica (2n = 18), have the 
largest chromosomes of any species of this subgenus, and a high 
proportion with submedian constrictions. L. Scariola (2n = l8), L. 
virosa (2n = 18, Fig. 4/) and L. saligna (2n — 18) have a very similar 
genom to that of L. sibirica, i. e., mostly sub-terminal chromosomes 



a L. viminea h L. m.uralis c L. tenerriwa 



g L. graminifolia h L. laciniata 

PI?" 4. Chromosomes of Liactuea, subgenera : Phaenixopus, Mycelis and Scariola, 



1937 Chromosomes and phylogeny in some genera of the Crepidinae j |^97 

with one large almost submedian pair and a small pair of medianly 
constricted chromosomes. L. perennis (2n = 18, Fig. 4e) has smaller 
chromosomes than any of the nine-paired species of Scariola, and 
at the same time has more medianly constricted chromosomes. It 
also lacks the small pair of medianly constricted chromosomes 
characteristic of the Scariola-virosa group. 

Of the species in the subgenus Scariola with eight as a basic 
number, L. cretica (2n = 16, Fig. 4d) has a similar idiogram to L. 
Plumieri of the subgenus Mulgediwm, i. e., the chromosomes are 
decidedly subterminal with one pair almost submedian. The other 
two species examined, L. tenerrima (2n = 16, Fig. 4c) and L, lepto- 
cephala (2n = 16) are very exceptional in that they have very small 
chromosomes of which it is difficult to determine the morphology. 
Their idiograms are strikingly different from any others in the genus. 

The American species of Lactuca, namely L. floridana (2n = 34) , 
L. spieata (2n = 34), L. villosa- (2h = 34), of the subgenus 
Mulgedium, and L. cwmpestris (2n = 34), L. canadensis (2n = 34>, 
and L. graoninifolia (2n = 34, Fig. 4^^) of the subgenus Scariola, are 
all quite similar in chromosome morphology and chromosome size. 
In each species there are a few pairs of submedianly constricted 
chromosomes, but the majority are subterminally constricted. There 
is considerable variation in size between the chromosomes within any 
specific genom. Although Ishikawa (1921) recorded the haploid 
number n = 9 for L. villosa, it is doubtful from the results of the 
present study that his plant was of this American species. 

Cephalorrhynchus glandulosus (2n = 18) differs morphologically 
from Lactuca chiefly in the anomalous character of its achenes, which 
are very little flattened and are five-sided, and resembles such species 
of Lactuca as L. sibirica and L. virosa in both the number and the 
morphology of its chromosomes. The material available was hot 
satisfactory for illustration. 

In Yoimgia, cytological study has been possible on only four or 
five species. The count previously reported by Babcock and 
Cameron (4) for Youngia (as Lactuca) depressa is somewhat doubt- 
ful. The plants grown from seed received from Chose and Co., 
Darjeeling, India, as Crepis depressa did not flower and their rosette 
leaves were quite different in appearance from those of herbarium 
specimens of Y. depressa. Y. stenoma (2n = 16, Fig. 5a.) is very 
feimildr in both chromosome number and morphology to the species 
bf Dubyaea and of Prenanthes subgenus Nabalus, i. e., the chromo- 
somes are medianly or submedianly constricted and are all very much 
alike. F. paleacea (2n = 32, Fig. 5b) is a tetraploid, based on a 
haploid set similar to that of Y. japonica (Hollingshead and Babcock 
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1930, fig. 23c) , except that the chromosomes are considerably larger. 

Several species of Ixeris have been studied by Ishikawa (1921), 
as Lactuca, and the chromosome numbers of the following have been 

cO'nfirmed by the 
'|\| present writers; 

dentaia, I. denti- 
culata, subsp. t?/- 
pica, I. stoloni- 
fera. In the chart. 
Fig. 6, the names 
Ixeris graminea 
and I. polycephala 
used as the 



a y. stenoma 


V 

b Y, paleacea 


are 



G 1. denticulata 
subsp. ramosissima 


d L denticulata 
subsp. sonchifolia 


correct synonyms 
for those species 
listed by Ishi*- 
kawa as L. tama- 
gawensis, and L. 
Mcbtsumurae re- 
spectively. (See 
Kitamura, 1935). 
Of the additional 
three forms listed 
in the table, two, L linguaefoUa (2n — 10, Fig. 5o) , and /. denticulata 
subsp, ramosissimoi (2n = 10, Fig. 5c), agree with the other members 
of their subgenera in both the number and the morphology of their 
chromosomes. The genom of subsp. sonchifolia (2n = 10, Fig. 5d) 
although otherwise identical with that of the other subspecies of /, 
denticulata, includes a pair of normal sized satellites, rather than the 
large ones characteristic of the other subspecies. 


e I. linguaefoUa 
Fig. 5. Chromosomes of Youngia and Ixeris. 


Discussion 

I. Phylogeny and chromosome number 
The phylogenetic principles on the basis of which the position 
and relationships of the various genera and subgenera have been 
determined will be discussed elsewhere, but they are in general 
similar to those employed in the Crepis work. The relative position 
of the groups is illustrated in the accompanying chart (Fig. 6). In 
it the basic haploid numbers of the various genera are given after 
their names, and the species contained in each subgenus are listed 
within the smaller squares. With the exception of Youngia, in which 
the arrangement follows that in our monograph of the genus (Babcock 
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Fig. 6. Phylogenetic relationships of and the known chromosome numbers within the 
genera DubyaeUy Prenanthes, CephalorrhynchuSy Lactuca, Ixeris, and Youngia, and 

their subgenera. 


and Stebbins, 1937), the species within the squares have not been 
arranged phylogenetically since their interrelationships are as yet 
incompletely known, but those closely related taxonomically and with 
the same chromosome number have been bracketed together, and 
their somatic number given outside the bracket. A slight departure 
from the natural order is made in the case of Youngia, which, in 
order to conserve space, has been placed underneath rather than 
beside Ixeris. 

A glance at this chart shows that the haploid numbers 8 and 9 
are the most common in this group of genera. It is further evident 
that neither of these two numbers is definitely the more primitive. 
Both are found in the two primitive genera, and both occur in the 
most advanced subgenus of Lactuca. An analysis of the chromosome 
number and phylogenetic relationships within each genus and sub- 
genus is therefore presented in order to determine as far as possible 
the relationship between the two basic numbers. 
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Dubyaea. The fact that both of the species examined of this 
most primitive genus have the basic number n = 8, suggests that 
this is the original basic number for the group as a whole. The 
cytological evidence supports the separation of these two species 
from Crepis, (Stebbins, 1937) as they are cytologically much nearer 
to Prencmthes subgenus Nabylus, and to some species of the subgenus 
Mtdgedium- of Lactuca than to any species of Crepis. 

Prenwrdhes. The evidence from this genus supports that from 
Dubyaea, since the more primitive subgenus, Nabalus, has the haploid 
number 8, and the more advanced Euprenanthes has 9. The inclu- 
sion of P. cacaliaefolia in the same subgenus with P. purpurea, on 
the basis of the character of its involucral bracts, pappus, and 
achenes, is well supported by the cytological evidence. 

Lactuca. This genus shows the greatest variation of any here 
studied in the degree of morphological specialization of its members. 
Although the haploid numbers 8 and 9 occur with about equal 
frequency, not only in the genus as a whole but in each of the larger 
subgenera as well, regardless of their phylogenetic position, within 
each subgenus there is some indication that the 8-paired condition is 
the more primitive. Among the 8-paired series there is a larger 
proportion of perennials, and of species with relatively few-headed 
inflorescences and large floral parts, while the types most highly 
specialized in the development of their inflorescences and in the reduc- 
tion in number and size of their floral parts (L. viminea, L. muralis) 
as well as those species which show their recent origin by their 
aggressive, “weedy” tendencies (L. Scariola, L. saligna), all belong 
to the 9-paired series. Nevertheless, since the number 9 occurs among 
the more primitive species, and the transition from 8 to 9 has not yet 
been traced in any well defined phylogenetic sequence, there is a 
definite possibility that both numbers are original (the assumption 
of some degree of polyphylesis in the origin of this polymorphic genus 
does not seem improbable to the writers) , and that in the later evolu- 
tion of the genus the 9-paired species have been more successful 
than those with 8 pairs. 

The consistent presence of the haploid number 17 in the 
American species of Lactuca is a remarkable situation, in view of 
the practical absence of polyploidy among the Old World species of 
the genus. The most logical assumption is that they are amphi- 
diploids, and they are most probably descended from hybrids between 
8- and 9-paired species. This hypothesis is quite compatible with 
the fact that representatives of both the subgenera Mulgedium and 
Scariola are included in this group, since 9- and 8-paired species 
occur in both subgenera, but suggests that the hybridization and 
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doubling must have occurred more than once. This suggestion is 
further supported by the distribution of the various Old World species 
to which the American ones are related. L. spicata, L. villosa, and 
L. floridana, find their nearest relatives among the 8-paired species in 
L. Marschallii, L. Bourgaei, and other species of the Caucasus region 
and Asia Minor, while among the 9-paired species their nearest 
relative is L. Raddeana of eastern Asia. L. graminifolia, however, is 
most closely related to L. capensis and other African species, as well 
as to L. tenerrima of Spain, while L. ccmadensis, and L. eanvpestris 
are nearest to L. formosana Maxim, of Eastern Asia, as well as to 
L. indiccu and L. laciniata. The conclusion is inescapable, therefore, 
that the diploid ancestors of the American species came to the New 
World from various parts of the Old, probably over different routes 
of migration. Since this is the case, the apparent absence of diploid 
species in this country is difficult to explain. One explanation is 
offered by the known behavior of a recently evolved amphidiploid 
species, Spartina Toivnsendii (Huskins, 1931) which has crowded 
out its diploid ancestors in the regions in which it occurs. That 
the polyploid American Lactucas could have done the same is amply 
demonstrated by their present behavior. L. spicata has much the 
widest range of any species of the subgenus Mulgedium, except for 
L. sibirica and L. tatarica, which belong to a different section of the 
subgenus, and is an aggressive, weedy species, very abundant in the 
recently glaciated areas of eastern North America. On the other 
hand, its Old World relatives are all relatively restricted in range, 
and are for the most part uncommon in the regions where they do 
occur, showing little or no tendency to spread. L. canadensis is, 
like L. spicata, a weedy type, although its Old World relatives are 
also widespread and common. 

The polyploid nature of these American species of Lactuca 
affords a striking parallel to the situation in Crepis, in which genus 
the American species are likewise, with the exception of C. nana and 
C. elegans, all amphidiploids (Hollingshead and Babcock, 1931). 
Both cases confirm the postulate of Sax (1936), that polyploidy is 
most prevalent near the periphery of the range of a genus. 

Youngia. The presence of the haploid number 8 in four of the 
five species of this genus that have been investigated, as well as 
the close resemblance between the chromosomes of Y. stenoma (Fig. 
5a) and the two species of Dubyaea (Fig. 2) suggest that this genus 
has been differentiated from Ddbyaea or its ancestors without much 
cytological change. Taxonomic evidence also supports this hypothesis 
for the origin of Youngia (cf. Babcock and Stebbins, 1937). The 
different basic number in Y. tenuifolia is as yet unexplained. In both 
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chromosome number and morphology, this species is nearer to Crepis 
than to the other species of Youngia, and as it is also somewhat 
intermediate taxonomically, the suggestion has been made that it 
arose through hybridization at a time when the differentiation of 
the two genera was less marked than at present (Babcock and 
Stebbins, 1937). 

Ixeris. This genus has the basic haploid number 8 in half of 
the species studied. Since these species resemble Youngia in their 
chromosome morphology (cf. Hollingshead and Babcock, 1930, Fig. 
23u and c), as well as in their external appearance and their geo- 
graphic distribution, the logical hypothesis seems to be that the two 
groups have had a common origin from an 8-paired stock close to 
Dubyaea. A drawback to this hypothesis is that these 8-paired 
species of the subgenus Euixeris are the most advanced in the genus, 
and the 7-paired I. alpicola, as well as the 5-paired species of the 
subgenera Paraixeris and Crepidiastrum are in general more primi- 
tive in habit, floral characteristics, and distribution. 

In the case of I. alpicola as well as 1. dentata, which is apparently 
a polyploid derivative of the former (Okabe, 1932), a possible ex- 
planation is at hand. /. alpicola is quite similar in habit to the 7- 
paired species of Crepis, particularly C. elegam, and in floral 
characteristics the two species are not radically different, except that 
C. elegans has terete achenes with slender ribs, as is characteristic 
of Crepis, while Ixeris alpicola has somewhat compressed, strongly 
ribbed, subalate achenes, typical of Ixeris. Both species are alpine 
or subalpine in habitat. Since no other species of the Crepidinae, or 
at least none even remotely connected with this group, has the basic 
number seven, it is quite probable that the morphological and cyto- 
logical resemblance between Crepis flexuosa, C. elegans, and C. nana 
to Ixeris alpicola indicates an actual relationship, and therefore a 
transition from Ixeris to Crepis, 

The evidence from the phylogenetic position of both groups 
suggests that this transition is the result of intergeneric hybridiza- 
tion when the two genera were in a formative stage, a suggestion 
compatible with the chromosome number and morphology of the two 
groups. Furthermore this is more satisfactory from the point of 
view of their present geographic distribution than the hypothesis 
that the group represents the link through which Ixeris has been 
derived from Crepis, or vice versa. 

The relationships of the 5-paired Ixeris species are equally 
difficult to understand. The hypothesis that they are the progenitors 
of the i-psired Euixeris species is unlikely in view of the apparent 
connection between the latter and Y oungia or Dubyaea. A genetic 



1937 


Chromosomes and phylogeny in some genera of the Crepidinae 


203 


connection with 5-paired Crepis species is unlikely on taxonomic 
grounds, as well as on the basis of their chromosome morphology, 
which is definitely /a;em-like. An hypothesis concerning their origin 
will be presented below. 

The presence of the same number and a similar morphology of 
the chromosomes in Ixeris denticulata subsp. sonehifolia as in subsp. 
typica does not support Nakai’s (1920) opinion that this is a good 
species of the genus Ixeris, sensu strictu, and is cytological evidence 
for the merging of Ixeris and Paraixeris, as was done by one of usi 
on taxonomic grounds (Stebbins, 1937). The bearing of the experi- 
ments of Ono and Sato (1935) on the relationships between the 
subgenera Paraixeris and Crepidiastrwm has been discussed else- 
where (Stebbins, 1937). 

II. Relationship of the group to Crepis 

Since the primitive basic chromosome number for this group of 
genera is apparently n = 8, the relationship of this to the primitive 
number n = 5 in Crepis is of considerable importance to the phylogeny 
of the group. An hypothesis to explain the relationship between these 
numbers has already been presented by the senior author (Babcock, 
1936 pp. 48-50), who suggested that the numbers 18 and 16 are the 
result of hybridization and amphidiploidy. The present work has 
produced some evidence in favor of this hypothesis, and some against 
it. These points may be summarized as follows; 

1. The presence of two pairs of satellited chromosomes in 
Dubyaea oligocepkala (Fig. 2a) removes the difficulty suggested by 
the senior author (1936, p. 50), and increases the possibility of 
amphiplasty as an explanation of the situation in the species which 
have only one satellited pair. 

2. The interrelationships of the subgenera of Ixeris are most 
easily explained on this hypothesis. Crepidiastrum and Paraixeris 
could be considered primitive types in which the amphidiploidy had 
not taken place, while the Euixeris species could be thought of as 
resulting from crossing between these and the ancestors of Youngia, 
in which amphidiploidy had not yet taken place. 

Against the hypothesis are the following points; 

1. The primitive nature of both Dubyaea and Prenanthes re- 
quires that their 4-paired ancestors be more primitive and much 
older than any 4-paired species of Crepis, or of any other genus of 
the Cichorieae whose number is now known. 

2. The greater frequency of the haploid number 8 among these 
species does not agree with expectation, since in Crepis 5-paired 
species are in general more primitive than those with 4 pairs, and 
hence 9-paired species, presumably originating by doubling of 6 and 



204 E* Babcock, G. L. Stebbins, Jr. and J. A. Jenkins Cytologia, Fujii jub. voi. 

4, should be more primitive than those with 8 pairs. This difficulty 
could, however, be overcome by assuming that the 9-paired species 
have become more successful in evolution, and hence have produced 
more advanced types, which have crowded out their primitive 
ancestors. 

3. Except for the presence of two* pairs of satellited chromo- 
somes in Duhyaea oligocephala, the chromosome complement of that 
genus, as well as of Prenanthes and the more primitive species of 
LacUiccb and Youngia^ does not resemble a Crepis complement 
duplicated. There is a much higher proportion of medianly con- 
stricted chromosomes in these than there is in Crepis. This dis- 
crepancy could be accounted for in two ways : 

A. The original ancestors of Dubyaea, Prenanthes, and Lactuca 
may have had a large proportion of subterminally constricted chromo- 
somes, which have acquired median constrictions through transloca- 
tions. This is improbable, first because of the great similarity in 
chromosome morphology of such distantly related species as Yoiongia 
stenoma, Dubyaea oligocephala, and Prenanthes trifoliolata, a fact 
which indicates that slight rather than great structural changes have 
taken place in the evolution of these species from their common 
ancestors ; and second, because the evolutionary tendency in Lactuca 
has been from median toward subterminal constrictions, as is pointed 
out below, and hence the evolution of the original Lactuca complement 
from that of its ancestors would have to be of just the reverse type 
from that which can be traced within the genus, a course which 
seems rather improbable. 

B. The common ancestors of Dubyaea, Prenanthes,. and Crepis 
may have had 4 or 5 pairs of medianly constricted chromosomes, 
which became subterminally constricted through translocations in 
the stock which evolved toward Crepis, and remained in their original 
condition in the amphidiploid stock which produced the other genera. 
The likelihood of this explanation rests on the discovery of species 
of the Cichorieae which are more primitive than any of these here 
considered, and which have four or five pairs of medianly constricted 
chromosomes, or on the postulate that a series of such species formerly 
existed, but are now extinct. Hence, until such species are discovered, 
the amphidiploid origin for these 9- and 8-paired species must remain 
hypothetical. 

An alternative hypothesis suggests itself in the light of the 
evidence presented in this paper. The haploid number 8 may be the 
most primitive one for the subtribe Crepidinae, and the lower numbers 
derived from it by a gradual process of reduction. This process has 
evidently taken place in the more advanced species oi Crepis 
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(Hollingshead and Babcock, 1930), and in the Gramineae (Avdulov, 
1931), Polygonaceae (Jaretzky, 1928), Cruciferae (Manton, 1932), 
and other groups, while evidence of one way in which it could take 
place has been presented by Navashin and Gerassimova (1935). If 
this were true, then the other primitive species of the Cichorieae 
should share with Dubyaea and Prenanthes the numbers 16 and 18. 
In particular, species of the subtribe Leontodontinae should be found 
with 8 or 9 pairs of chromosomes. In this subtribe, which is 
characterized by a pappus more primitive than that of the Crepidinae, 
three genera are known to contain 5- or 4-paired species, i.e., Leon- 
todony Picris (Bergman, 1935), Bind Hypochaeris (unpublished counts 
of the writers). Hence a more complete survey of chromosome 
number and morphology in the Cichorieae as a whole should throw 
definite light on the probability of either one of these alternative 
hypotheses. 

III. Chromosome size and phylogeny 

The reduction in chromosome size with advancing evolution was 
first postulated by Delaunay (1926) and was noted in Crepis by the 
senior author (Babcock and Cameron, 1934) . In the present material 
there are several cases which parallel those already known in Crepis : 

(1) The three primitive subgenera of Lactitca; Miilgedium, 
Sororia, and Lactucopsis, have, on the average, definitely larger 
chromosomes than the more specialized subgenera; Mycelis, Phaeni- 
xopus, and Scariola. 

(2) L. muraliSy which has small flower-heads and large panicles, 
and is definitely specialized, has strikingly smaller chromosomes than 
the species of Lactucopsis from which it is probably derived. 

(3) L. tenerrima and L. leptocephalay both with very small 
chromosomes, are relatively reduced and specialized as compared to 
their relatives with larger chromosomes, L. perennis, L. Ucberosa and 
L. cretica, 

(4) Youngia stenoma and F. depressa^ (at least the plant grown 
as this species) both have relatively large chromosomes and both 
belong to the primitive sections of the genus (Babcock and Stebbins, 
1937). F. paleacea is intermediate in both chromosome size and 
phylogenetic position. F. japonicdy with the smallest chromosomes 
(Hollingshead and Babcock, 1930, Fig. 23c) is the most advanced 
species of this genus. 

(5) Ixeris dentata and /. alpicola, the most primitive species 
of the subgenus Euixeris, have large chromosomes, while the 
specialized, reduced species such as L graminea, L polycephala and 
L stolonifercb have very small chromosomes. 

However, there are certain apparent exceptions to this 
hypothesis: 
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(1) Prenanthes cacaliaefolia is more advanced, but has defi- 
nitely larger chromosomes than the species of Nabalus and of the 
primitive genus Dubyaea. 

(2) L. rostrata, although its achenes are relatively un- 
specialized, has large panicles of small, few-flowered heads and 
specialized calyculate involucres along with the largest chromosomes 
yet known in Lactuca. 

These exceptions may indicate that phylogenetic increase in size 
occasionally takes place in the Crepidinae, although as yet no hypo- 
thesis concerning it can be formed without a more detailed cytological 
study of those species which form the connecting links between the 
ones here mentioned, and other subgenera of Lactuca and Prenanthes. 

Increase in chromosome size with advancing evolution has been 
postulated by Avdulov (1931) for the Gramineae, and connected by 
him with a progressive cooling of the climate during the evolution 
of those species with large chromosomes. This connection cannot, 
however, be applied to the species of Prenanthes and Lactuca here 
in question. Prenanthes cacaliaefolia grows under climatic conditions 
quite similar to those in the regions inhabited by the members of 
the subgenus Nabalus, while Lactuca rostrata is one of the few species 
of its genus found in the tropics. Of the other two tropical species 
of Lactuca which have been studied, one, L. leptocephala, has small 
chromosomes and the other, L. Schulzeana, large ones, so that in 
Lactuca and Prenanthes there is apparently no significant correla- 
tion between chromosome size and geographic distribution. 

IV. Chromosome morphology and phytogeny 

The fact that taxonomic relationship is usually accompanied 
by similarity in chromosome morphology has been amply demon- 
strated in Crepis (Hollingshead and Babcock, 1930, Babcock and 
Cameron, 1QS4), Allium (Levan, 1935), and other genera. Therefore 
a study of the chromosome morphology of a group of related species 
should throw light not only on their connections to each other, but 
also on the type of changes in chromosome morphology that occur 
with advancing evolution. Such a study in the group here under 
consideration has led to the following observations: 

1. Among the more primitive species there is a striking 
similarity in both the size and morphology of the chromosomes, even 
where they belong to different genera, while among those more 
advanced, there may be considerable differences even within the same 
subgenus. Thus the complements of the two species of Dubyaea, of 
the two primitive species of Youngia, and of all the species of Pre- 
wawt/ies, subgenus Nabalus, ate. essentially similar, while there are 
considerable differences in Lactuca within a single subgenus, such as 
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Scariola. Although, as is very evident from the study of genera in 
which translocations are common, such as Datura (Blakeslee, 1932), 
Oenothera, and others, similarity in external morphology of the 
chromosome complement does not necessarily mean structural simi- 
larity, nevertheless the uniformity among the primitive species of 
this group of the Crepidinae suggests that less structural differentia- 
tion of the chromosomes has occurred in the differentiation of the 
primitive species of this group than in the more advanced ones. This 
suggests that in the relatively primitive groups of the Crepidinae 
the differentiation of genera has been accompanied by fewer changes 
in the gross morphology and structure of the chromosomes than has 
accompanied the evolution of individual species or species groups in 
the more advanced, larger and more diversified genera. 

2. The hypothesis of Levitzky (1931), also suggested by Levan 
(1935), that primitive types tend to have chromosome sets of which 
the members are all of about the same size, and which all possess 
median, or nearly median constrictions, and that with advancing 
evolution the chromosomes become more unequal in size, and tend 
to become subterminaily constricted, is well supported by the present 
study. All of the primitive subgenera of this group have chromosome 
complements primitive in this respect, with the exception of the sub- 
genera Crepidiastrum and Paraixeris of Ixeris, and Mulgedium in 
Lgctuca. On the other hand, such specialized species as L. muralis 
and L. viminea have not only considerable inequality in size among 
their chromosomes, but possess a considerable proportion of sub- 
terminaily constricted chromosomes. Within the most advanced sub- 
genus, Scariola, L. perennis retains a relatively primitive genom 
(Fig. Ae), along with primitive characteristics of external mor- 
phology. L. cretica, a somewhat xerophytic species with specialized 
tuberous roots and unusually long filiform beaks 2-3 times the length 
of its achenes, has predominantly subterminaily constricted chromo- 
somes (Fig. Ad), while the three modern, weedy species, L. Scariola, 
L. virosa, and L. saligna, all have chromosomes very unequal in size, 
and with a majority of subterminal or submedian constrictions. 

A striking contrast to this correlation is afforded by Crepis, in 
which the hypothesis of Levitzky holds only to a very limited extent. 
For instance, C. conyzaefolia, a primitive species of the subgenus 
Catonia, has a complement very similar to that of C. myriocephala 
and other highly specialized species of the subgenus Barkhausia 
(Babcock and Cameron, 1934, Figs. 7 and 17). This difference 
between Crepis and these other genera of the Crepidinae may be 
explained on Levan's hypothesis, that this change from median to 
subterminal constrictions is the result of unequal translocation. If all 
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of the chromosomes of a set are equal in size and medianly constricted, 
as in Dubya^a,, NaboXus, and Youngia, any unequal translocation must 
produce greater inequality and fewer median constrictions, while if 
the chromosomes are very unequal in size and all are subterminally 
constricted, unequal translocations can produce an equalization in 
size, and medianly constricted chromosomes; or if confined to the 
long arms, will have relatively little effect. These facts have been 
demonstrated by the experiments of Levan (1935) and Navashin 
and Gerassimova (1935). Levan, working with two species of 
Allium whose chromosomes were nearly equal in size and had mostly 
median constrictions, found that the majority of the translocations 
obtained resulted in chromosomes of unequal size and with more sub- 
terminal constrictions. Navashin and Gerassimova found that new 
chromosolnes produced by translocation in Crepis capillaris and C. 
tectorum, species with mostly subterminally constricted chromosomes, 
were most often medianly constricted, and homozygous races pro- 
duced in this manner by Gerassimova (1935), would, on Levitzky’s 
hypothesis, be considered more primitive than the original tectorum 
stock. 

On this basis, the prevalent genom of Crepis must be considered 
to have more altered chromosomes than those of DuX>yaea and Pre- 
nanthes, an hypothesis in keeping with the relatively advanced phylo- 
genetic position of Crepis in relation to these other twO' genera. In 
this regard, it is perhaps significant that three of the most primitive 
species of Crepis, C. sibirica, C. paludosa, and C. albida, h&ve a greater 
proportion of medianly constricted chromosomes than almost all of 
the others (Babcock and Cameron, 1934, Figs. 6 and 16). 

An objection to Levan’s hypothesis is found in the observation 
of Navashin and Gerassimova (1935) , that small chromosomes and 
short arms of chromosomes act most often as recipients of transloca- 
tions produced in Crepis by aging of seeds, and hence a progressively 
greater inequality in the size of the chromosomes and chromosome 
arms might not be attained by this method. The hypothesis of 
Levitzky (1931), that the inequality is evolved by the progressive 
accumulation of deficiencies, has as yet no evidence to support it, and 
the facts presented in the present paper provide no method of judging 
the validity of either hypothesis. 

Summary and Conclusions 

1. The chromosome numbers of nine species of Prenanthes, 
twenty-five of Lactuca, two each of Dubyaea and Youngia, one of 
Cephalorrhynchus, and two subspecies and a variety of Ixeris are 
here reported for the first time. 
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2. The somatic numbers 16 and 32 are found in Prenanthes, 
subgenus Nabdlus, 18 in the subgenus Euprenanthes, ,16 in the genus 
Dubyaea, 16, 18, 34 and 36 in the various subgenera of Lactuca, 18 
in Cephalorrhynchus, and 16 in the species of Youngia, reported in 
this paper. 

3. 16 is probably the more primitive diploid number in Pre- 
nanthes, Dubyaea and Youngia. In Lactuca more of the primitive 
species have this number, while more of the advanced species have 
18 chromosomes, but the two numbers may both have existed since 
the formation of the genus. 

4. The American species of Lactuca here studied are amphi- 
diploids with the somatic number 34. They are probably derived 
from crossing between 16 and 18 chromosome species, with subsequent 
doubling of the chromosome complement. This hybridization and 
doubling must have occurred more than once. 

5. The chromosome number and morphology of the Chinese 
subspecies of Ixeris denticulata supports the taxonomic evidence that 
the genera Ixeris and Paraixeris should be merged. 

6. The hypothesis of an amphidiploid origin for the numbers 
16 and 18 in these genera is possible only if species of the Cichorieae 
are found with a somatic complement of 8 or 10 mostly medianly 
constricted chromosomes, or the existence of a series of such species 
in the past is assumed. An alternative to this hypothesis is that 16 
and 18 are primitive numbers for the Crepidinae, and 10 and 8 are 
derived from them by reduction. 

7. The hypothesis that reduction in absolute size of the chromo- 
somes often accompanies evolutionary advancement is borne out by 
the stu(Jy of the^e genera, although exceptions are found in Pre- 
nanthes, subgenus Euprenanthes , and Lactuca, subgenus Sororia. 

8. The hypothesis that primitive species have many chromo- 
somes with median constrictions, and have the chromosomes of a set 
nearly equal in size, and that with advancing evolution subterminal 
constrictions are evolved and the chromosomes of a set become un 
equal in size is borne out by this study. It is further suggested that 
in this group the original differentiation of genera was accompanied 
by less' structural alteration of the chromosomes than was the evolu- 
tion of species groups among the more highly evolved and diversified 
subgenera. 
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Polyploidy From Twin Seedlings 

By 

Arne IVliintzing 

Svalof, Sweden 

!• Introduction 

Recently two Japanese scientists, Namikawa and Kawakami 
(1934), have briefly reported some rather interesting results con- 
cerning the chromosome numbers of twin seedlings in wheat. In 
crosses between varieties of Triticum^ vulgare the occurrence of twin 
seedlings was observed. The chromosome numbers of these twin 
plants were determined and in some cases were found to differ from 
the normal number. Of a total of 29 twin pairs studied, 19 were 
found to be normal in chromosome number, both twins in each pair 
having 2n = 42, In 10 cases, however, the twins had different chro- 
mosome numbers, one member of the pair generally having 2n = 63, 
the other one 2n = 42. This was found in eight cases. In another 
two pairs the chromosome numbers of the twin plants were 42 — 21 
and 42 84 respectively. Consequently, by selection of twin plants 

Namikawa and Kawakami, in a rather limited material, succeeded 
in obtaining wheat plants with 21, 63 and 84 chromosomes, besides 
normal plants with 2n = 42. 

Being occupied with problems of polyploidy, especially in culti- 
vated plants, the present writer decided to repeat, if possible, the 
work of Namikawa and Kawakami. Further, as selection of poly- 
ploids from twin plants might be possible also in other cultivated 
plants than wheat, the work was also extended to include other cereals 
and different species of forage crop plants, etc. 

The twin material studied was in part produced from germina- 
tion experiments of our own, performed in the laboratory of the 
cyto-genetic department at Svalof. Seeds of winter wheat and rye 
were germinated (between moist blotting paper) in the autumn of 
1935, summer wheat, barley and oats in the spring of 1936. Most 
of the material, however, was obtained from the seed control stations 
at Svalof and Akarp, Sweden. For this material I am very much 
indebted to Dr. H. Christoffersson, Dr. 0. Tedin and Mr. A. 
Garsner. From these gentlemen I learned that twin seedlings are 
not infrequently met with during seed control work. Collections 
of twin seedlings of wheat, oats and barley had even been brought 
together and preserved by Dr. Christoffersson. In view of this 
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information the possibility of obtaining twin plants in various species 
of cultivated plants seemed to be rather promising, and during the 
winter of 1935-1936 rather large numbers of twin seedlings were 
in fact obtained from the seed control stations mentioned. 

The twin plants received were separated from each other at 
an early stage, simply by cutting the two plants apart with the aid 
of a sharp knife. After separation, each plant was placed in a 
separate pot, and root tips were fixed in chrom-acetic formalin. As 
most of the plants were received during the winter time they were 
kept growing under electric light, the installation of electric light 
for winter cultures, available at Svalof, being utilized for that 
purpose., 

2., The frequency of twin plants 

Up to now twin seedlings have been obtained from the following 
species: Triticum vulgare, (winter and summer wheat), Triticum 
turgidum, Secede cereale, (winter and summer rye) , Avena saliva, 
Hordeum vulgare, Phleum pratense, Dactylis glomerata, Lolium 
perenne, Poa pratensis, Agrostis stolonifera, Festuea pratensis, Fes- 
tuca ovina, Festuea rubra, Festuea duriuseula, Cynosurus eristatus, 
Medicago sativa. Trifolium pratense, Beta vulgaris, Daucus carota 
and Solanum tuberosum. 

The ratio of normal: twin seedlings could not be calculated this 
year for the material coming from the seed control stations, but 
data are available from our own germinations. These, however, only 
include the cereals, wheat, rye, barley and oats. The frequency of 
twin seedlings in this material is given in Table 1. 

In Linum, Kappert (1933) found that strains producing a high 
proportion of twin seedlings could be selected in the progeny of 
crosses between parent strains, giving a low frequency. Further, 
as the twin seedlings of wheat, studied by Namikawa and Kawakami 
(I.C.), were found in Fg- and F4-progenies of certain intervarietal 
crosses, a similar heterozygous material of winter wheat was kindly 
placed at my disposal by Prof. A. Akerman, Svalof. This material 
consisted of seeds from Fg-, Fg, F4-, Fs- and Fg- progenies of different 
crosses between varieties of Triticum vulgare. For comparison 
seeds of the commercial variety “Skandia”-wheat, which may be 
considered to be completely or almost completely homozygous, were 
also germinated. 

As is evident from Table 1 there is no significant difference 
between the percentage of twin seedlings in the homozygous and 
heterozygous material. In both categories the frequency is low, 
approximately one twin pair being obtained from one thousand seeds. 
The exact values are 0,89 ± 0,27 per mille for Skandia-wheat and 
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0,99 ± 0,21 per mille for the F^-Fb material. A comparison be- 
tween the frequency of twin seedlings in the different generations 


Table 1. The frequency of twin seedlings in some cereals 


Species 

Field number 
or commercial 
variety 

Number of 
seeds 

Number of 
twin pairs 

Twin pairs 
per mille 

Triticum vulgar e 
winter wheat 

Skandia 

12,306 

11 


it 

1057 (Fo) 

3,064 

6 



1068 (Po) 

1,244 

4 



1059 (F2) 

1,226 

1 



1062 (Fn) 

1,558 

0 



1063 (F») 

1,650 

2 


it 

1064 (Fo) 

711 

1 


ft 

1061 (Fs) 

1,688 

0 



1081 (Fs) 

2,246 

0 


it 

1083 (Ps) 

3,072 

2 



1086 (Fs) 

1,625 

1 


it 

1073 (F4) 

1,200 

2 


It 

1080 (1^4) 

1,457 

3 



1069 (Fs) 

ls369 

1 


It 

1086 (Fg) 

1,336 

1 


Triticum vulgar e 
summer wheat 

Fylgia 

2,490 

1 



Diamant 

2,700 

3 



Extra Kolbenlll 

2,060 

1 


a 

“ V§,rvete” 

1,720 

1 


Triticum. vulgar e 
total 


44,410 

40 

0,90±0,14 

Triticum turgidum 

2,210 

18,856 

3 

0,16±0,09 

Seoale cereals 

Kungsr§,g 

10,308 

6 



stmg 

6,667 

19 



0305 

389 

0 


Secale cereals 
total 


17,364 

25 

1,44±0,29 

Avena saliva 

Orion 

2,050 

0 


ft 

Seger 

3,250 

0 


tf 

Orn 

500 

0 


1 i 

Gullregn 11 

3,150 

0 


it 

Storraogul II 
Havre 

3,610 

1 


>» 

821 

0 


Avena saliva 
total 


13,381 

1 

0,07±0,07 

Hordeum vulgar e 

i i 

Gullkorn 

1,900 

0 


2 III 

17,113 

0 


i i 

Kenia 

4,033 

1 


i i 

Brio 

5,653 

1 


a 

Maja 

1,975 

1 


a 

SegerX Binder 

2,100 

2 


it 

Vega 

4,450 

1 


ft 

Opal 

4,281 

1 


Hordeum vulgare 
total 


41,505 

7 

0,17i0.06 
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(F 2 Fo) of the latter material did not reveal any significant dif- 
ferences either. 

In summer wheat a similar frequency of twin seedlings as in 
winter wheat was obtained, 8960 seeds from four different commer- 
cial varieties giving 6 twin pairs. If all data for Triticum vulgar e 
are added, the resulting figures will be 44410 seeds and 40 twin pairs. 
This gives a frequency value of 0,90 ± 0,14 per mille. 

In Triticum turgidum only 3 seeds out of 18856 gave twin plants, 
which corresponds to the value 0,16 ± 0,09 per mille. This value is 
much lower than that found for Triticum vulgare (0,90 ± 0,14), and, 
evidently, the difference is statistically significant. 

In rye three different commercial varieties were tested. A 
similar or slightly higher percentage was found, 25 twin pairs being 
obtained from 17364 seeds. This corresponds to 1,44 ± 0,29 per 
mille. The variety “Stalrag” gives a higher proportion of twins than 
“Kungsrag”, the difference being significant (D/m = 3,78). 

Also in barley and oats a low proportion of twin seedlings was 
obtained from germination experiments with a number of commercial 
varieties (cf. Table 1). The average values were found to be 0,17 ± 
0,06 per mille in barley and 0,07 ± 0,07 in oats. 

Oats and barley thus seem to give a lower proportion of twin 
seedlings than Triticum vulgare and rye, the data hitherto accumu- 
lated demonstrating significant differences. The main point, how- 
ever, is the fact that all the cereals tested have given quite a low 
proportion of twin seedlings, generally less than one twin pair per 
mille being obtained. 

3. Chromosome counts 

The entire twin material obtained from the seed control stations 
and from our own germinations has not yet been, completely investi- 
gated as to the chromosome numbers. However, the data hitherto 
accumulated (cf. Table 2) are sufficient to show that selection of 
twin seedlings is an important method of obtaining heteroploid plants 
not only in wheat but also in several other species. The results may 
be given under the following two headings: A) species in which 
all the twins had the same chromosome number and B) species in 
which some twins had deviating chromosome numbers. 

A. Species in which all twin plants had the same 
chromosome number 

a) Dactylis 

In Dactylis glomerata the chromosome number was found to be 
28 or ± 28 in each member of 40 twin pairs. In seven cases one 
of the twins in each pair had died before fixation but the remaining 
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single plants all had ± 28 chromosomes, which is the normal number 
of the species. 

b) Hordeum 

In barley all the members of seven complete pairs had 2n = 14, 
just as four single plants, of which the corresponding twins had 
died at an early stage. One single plant of the same category had 
tetraploid sectors in some roots but died before a re-investigation 
could be made. Tetraploid sectors in root tips are frequent after 
heat treatment (unpublished results) and may even occur spontane- 
ously in exceptional cases. Probably the sectors found in the plant 
mentioned had nothing to do with its origin as a twin seedling. 

c) Festuca 

Four complete pairs and one single plant of Festuca pratensis 
had all the normal chromosome number 2n = 14. One pair and two 
single plants of Festuca ovina had 2n = 42 and one pair of Festuca 
rubra 2n = ± 56. A single twin plant from another biotype of the 
same species had 2n = 42. 

d) Scattered observations from other genera 

In the following species all twin plants studied had also un- 
changed chromosome numbers : Agrostis stolonifera, 2n = ± 42, (4 
pairs, 1 single twin plant) ; Cynosurus cristatus, 2n = 14, (1 pair, 
1 single plant) ; Beta vulgaris, 2n = 18, (1 triplet, 1 pair and 2 
single twin plants). 

B. Species in. which heteroploid twin plants were found 

a) Triticum 

As the results of Namikawa and Kawakami (1934) in wheat 
was the direct cause of the present investigation, it seemed desirable 
in the first place to procure twin material of Triticum vulgare. Such 
twins were in fact obtained in the autumn of 1935, in part from 
germination experiments of our own, in part from the seed control 
stations. Unfortunately, however, these winter wheat twins were 
obtained rather late in the season, and therefore mortality among 
this material was very high. About half of the twin plants of T. 
vulgare did not survive the winter, though they were growing in 
boxes, placed in a hot-bed. Only part of the material could be fixed 
in the autumn. The chromosome numbers of the remaining indivi- 
duals were determined in the spring and summer of 1936. Data 
are available for 19 complete pairs and 20 single plants. Of these 
58 plants not less than 57 had the normal chromosome number 42, 
but one ttvin plant teas found to have 2n — ±. 63. This plant, how- 
ever, died during the winter. Nevertheless, the occurrence of this 
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single plant is sufficient to confirm the main result of Namikawa 
and Kawakami, mz. that individuals with deviating chromosome 
numbers may be found among twin seedlings of wheat. 

The frequency in our case seems to be lower. This, however, 
may be apparent only, since mortality in our material was high and 
the twins from the same seed generally differ markedly in vigour. 
As will be further shown below the seedlings with deviating chromo- 
some numbers are generally found among the weaker members of 
the twin pairs (cf. fig. 5 in the paper by Namikawa and Kawakami) . 
Consequently mortality will be selective and tend to decrease the 
number of plants with deviating chromosome numbers. 

Twin seedlings of Triticum vulgare were also obtained in sum- 
mer wheat, but chromosome counts could only be made as regards 
two complete pairs and five single plants. All these nine plants had 
the normal number 42. Of the twin partners of the five single plants 
mentioned, one had died before fixation. With regard to the other 
four the root tip fixations were unsuccessful, no countable chromo- 
some plates being present. However, at least one of these four plants, 
of which the chromosome numbers are not known, mut have a deviat- 
ing chromosome number. Judging from its reduced fertility and 
slightly deviating morphology this plant is most probably another 
63-chromosome individual. This will be settled by chromosome 
counts of the progeny. 

In Triticum turgidum three twin pairs were produced from a 
total of 18856 seeds. Fortunately all six twin plants survived the 
winter and could be examined cytologically. The result of this ex- 
amination was interesting. In one of the pairs both plants had 
28 chromosomes but in each of the other two pairs one twin had 2n = 
28, the other one 2n = 42 (Fig. 1). This result definitely shows 
that also in other Triticum species than vulgare, twin seedlings with 
deviating chromosome numbers may be formed. 

b) Secale 

In rye 17 twin pairs and 10 single twin plants were available 
for cytological examination. In addition there was also a group of 
three plants, originating from the same seed, which consequently 
were triplets. In the entire material, consisting of 47 plants, there 
was one individual with a deviating chromosome number. This plant 
proved to be triploid (2n = 21, Fig. 3) while all the other plants had, 
as usual, 14 chromosomes. 

c) Arena 

In Avem sativa -not less than four twin plants with deviating 
chromosome numbers were found among 16 twin pairs and 2 single 
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twin plants. These four plants all had 2n = ± 63 (Fig. 2) while the 
corresponding twins and the rest of the material were hexaploid as 
usual (2n = 42) . 



Figs. 1-3. Somatic plates of twin seedlings with deviating chromosome numbers. 
1. Triticum turgidum (2n = 42). 2. Avena satwa (2n = 63). 3. Seacde cereale {2n = 21), 


d) Phleum : ■ ' 

In Phleum pratense a relatively large number of twins were 
investigated, the material available consisting of 45 pairs and 20 
single twins. Four plants with deviating chromosome numbers were 
obtained, three plants having 2n = ±63 and the fourth 2n = 21. All 
the other individuals had ± 42 chromosomes, which is the normal 
chromosome number of timothy. The appearance of a haploid 
timothy plant is especially noteworthy. This plant and a similar 
individual in Solanum tuberosum (cf. below) are the only haploids 
hitherto obtained in our entire twin material. 
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Table 2. The frequency of twin plants with deviating chromosome numbers 


Species 

1 Number of twin 
' plants examined 

Number of twins 
with deviating chro- 
mosome numbers 

Percentage of 
deviating twins 

Triticum vulgare 

67 

1 

1 

,, turgidum 

Secale cereale 

6 

47 

2 

1 

33 

2 

Avencb saliva 

34 

4 

12 

Hordeum vulgare 

19 

— 

0 

Phleum pratense 

110 

4 

4 

Dactylis glomerata 

87 


0 

0 

0 

Festuca pratensis 

9 


,, ovina 

4 


, , rubra 

3 

— 

0 

Lolium perenne 

38 

2 

5 

Agrostis stolonifera 

9 

— 

0 

Cynosurus cristatus 

3 

— 

0 

Poa pratensis 

66 

10 

18 

Solanum tuberosum 

4 

1 

26 

Total 

496 

25 

5 


e) Pod 

The observations in the genus Poa are so far limited to Poa 
pratensis. In this species the frequency of twins with deviating 
chromosome numbers seems to be unusually high. A total of 19 
pairs, one triplet and 15 single twin plants comprised not less than 
10 plants with deviating chromosome numbers. As demonstrated 
in a previous publication (Muntzing 1932) Poa pratensis is apomic- 
tic and very polymorphic. Different biotypes of the species have 
generally different, and aneuploid, chromosome numbers, which in 
the main range from about 50-100 (Muntzing 1932 and unpublished 
results, Rancken 1934, Akerberg 1936) . 

The twin material now studied also belonged to different biotypes, 
differing in chromosome number. As the numbers are relatively 
high they have not yet been exactly determined and may need future 
correction to some extent. This is also the case with respect to 
those twin plants which have clearly deviating chromosome numbers. 
In the main, however, the following situation was met with: 

In one variety (“3003”) 12 of the examined plants had 2n = ± 48. 
Four plants, however, had clearly different numbers, viz. 2n = ± 78, 
±72, ±71 and ±62 respectively. In the next variety (“3009”) 
18 individuals had approximately 68 chromosomes, but one individual 
had 2n = ± 100. In the variety “3019” only 5 plants have hitherto 
been examined and these had all 2n = ± 69. In a fourth variety, 
however, clearly deviating individuals were again met with. Four 
plants had approximately 76, 80, 65 and 72, chromosomes respec- 
tively, while the remaining four plants had 2n = ±52. In a fifth 
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variety (''3645’') again, five plants had ±51 chromosomes, but one 
plant had 2n = ± 72. 

Owing to the intraspecific chromosome variation the state of 
things in Poa prdtensis is less clear than in the other genera studied, 
but nevertheless it is evident that in the main the twins of Poa pra- 
tensis behave in the same way. Usually the members of a twin pair 
have the same chromosome number, but relatively often one of the 
twins is approximately triploid in comparison with the other one. 
Of the ten plants, which were found to have deviating, chromosome 
numbers, two were now single plants, the corresponding twins of 
which had died at an early stage. The remaining eight plants, how- 
ever, belonged to six twin pairs and to one triplet, in which the 
chromosome numbers of all the members had been examined. In 
the triplet, two of the plants had the normal number ± 48, the third 
plant had ± 71. In five of the six twin pairs one member of the 
pair had the normal number of the strain, the other member being 
approximately triploid (in comparison with the normal number) . 
Thus the following numbers were found : ± 48 — ±78, ± 49 ± 72, 

± 52 — ± 76, ± 52 “ ± 72 and ± 68 •“ ± 100. Finally, in the sixth 
pair the plants were found to have ± 65 and ± 80 chromosomes. 
Both these values are higher than the normal number of the strain 
(±52). 

f) Lolium 

In perennial rye-grass, Lolium perenne, two plants with deviat- 
ing chromosome number were found am.ong 15 pairs, one triplet and 
5 single plants. The two deviating plants were both triploid (2n = 
21) while the normal number of Lolium perenne (2n = 14) was 
found in the rest of the material. It should be emphasized that, 
contrary to the rule, in this case both these deviating twin plants 
belonged to the same twin pair. 

g) Solanum 

Two twin pairs have also been observed in the potato cultures 
of Dr. R. Lamm, working at the cyto-genetic department of Svalof. 
One of the twin pairs was obtained in a tetraploid south-American 
variety {Solanum andigenum) , the other pair from a tetraploid 
segregation product of the cross triploid south American X tetraploid 
European variety. Dr. Lamm has kindly informed me that both 
members of the first pair have 48 chromosomes whereas in the second 
pair one of the twins has 48 the other one chromosomes. The 
latter individual consequently represents a haploid potato plant. 
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4. Morphology and fertility of the twin plants with 
deviating chromosome numbers 

Under this heading only a few preliminary remarks will be 
made concerning vigour and fertility of the plants with deviating 
chromosome numbers. Some of these plants are now in flower, others 
have not yet started to bloom. Detailed accounts will follow in 
future papers in connection with studies of the progeny from such 
plants. 

In wheat the turgidum twins with 42 chromosomes have normal 
vigour and are at present (August 1936) rather similar to the normal 
turgidum-glants. The quality of the pollen is poor, however, and seed 
setting very low, though the anthers dehisce. The same thing is 
true of one wigare-plant, which has probably 2n = 63. 

The triploid rye individual (2n = 21) is quite similar to a normal 
rye plant but is possibly slightly more vigorous. Pollen fertility is 
surprisingly good, the percentage of apparently good pollen being 
almost as high as in normal rye. Though the anthers dehisce no 
seed was obtained from isolation of the first ear that flowered. 

In oats most of the twin material obtained was received early 
in spring and had to be cultivated under artificial light in a green- 
house. On account of this treatment the plants were all infected 
by various diseases and in spite of transplantation into the open 
air they have not reached normal vigour. Therefore, morphological 
studies are at present out of the question. Fertility, however, is 
rather good in the 63-chromosome plants, and a fairly large number 
of seeds has already been obtained from self-fertilization. 

The 63-chromosome plants of Phleum pratense seem to be slight- 
ly more vigorous than their corresponding twins, having the normal 
number 42. Different twin pairs, however, behave somewhat differ- 
ently in this respect. Pollen fertility is surprisingly good in the 
63-chromosome individuals, almost as good as in normal timothy. 
Prom a theoretical point of view the haploid timothy plant (2n = 21) 
is quite interesting, especially with respect to the probable origin 
of Phleum pratense from crosses between diploid and tetraploid 
Phleum species (Geegor and Sansome 1930). Morphologically the 
haploid, as expected, is rather slender and has thinner and narrower 
leaves than the sister twin with 2n = 42. Also the culms are smaller 
and narrower in the haploid. Attempts to study meiosis in the 
haploid have hitherto been unsuccessful, since the anthers or at least 
the p.m.c. degenerated before meiosis. During the period of flower- 
ing, however, the plant was kept in a rather hot greenhouse, and a 
better result may perhaps be obtained under more favourable en- 
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vironmental conditions. The haploid potato plant is quite weak and 
has much narrower and thinner leaves than the corresponding tetra- 
ploid twin. 

The two triploid twins of Lolium perenne are definitely more 
vigorous and have broader and thicker leaves than diploid plants 
from the same material. The same thing is true of the twins in 
Poa pratensis. At first sight the twins with an increased number 
of chromosomes may be distinguished from their low-numbered sister 
plants. The twins in Lolium, Poa and Solanum have not yet reached 
the flowering stage. 

5. The origin of the twins with deviating 
chromosome numbers 

From the report given above it is evident that twin plants have 
a tendency to get deviating chromosome numbers. Obviously this 
must in some way be connected with those cytological and embryo- 
logical processes which lead to the formation of twin plants. These 
processes may only be elucidated in detail by direct embryological 
investigations, but owing to the very low frequency of twin seedlings 
it is practically hopeless to carry out such studies in the present 
material. In the cross-fertilizing species, such as rye and timothy, 
it may be possible, however, by continued selection of twin plants 
to increase the rate of twin formation and thus facilitate an embryo- 
logical examination. — Pending such investigations a working hypo- 
thesis may nevertheless be suggested on the basis of the following 
facts : 

a) The twin plants studied have generally the same chromo- 
some number, but when the numbers are different one of the twins 
is generally triploid as compared to the other one. 

b) Rather frequently the two twins are very different in vigour 
at an early stage, one of the twins being of normal size, the other 
having markedly reduced dimensions. This is evident from fig. 5 
in the paper by NamiKAWA and Kawakami (1934), but is often 
much more pronounced. This difference in vigour strongly indicates 
that one of the twins has been formed in an embryologically abnormal 
way. This means a poor start for such a twin seedling, but at least 
if the twins are separated the weak dwarf seedling may ultimately 
develop into a quite vigorous plant. Now the plants with deviating 
chromosome numbers in the majority of causes come from such weak 
seedlings. 

The twin material studied was labelled as a- and b-plants, the 
latter representing the weaker members of the twin seedlings. The 
difference between the a- and b-plants is not always distinct, and 
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sometimes both twins have just the same vigour. On an average, 
however, there is a manifest difference between the two categories. 
In the entire twin material hitherto examined 25 plants were found 
to have chromosome numbers deviating from the normal somatic 
number. Only five of these plants were a-plants, 19 individuals 
belonged to the b-category and one plant, from a triplet in Poa 
pratensis, was a c-plant (i.e. the weakest member of the triplet). 
Adding this plant to the b-group, it is evident that there is a signifi- 
cantly higher proportion of deviating b-plants than a-plants. The 
observed relation between a and b is 0,4 : 1,6 ± 0,20, These values, 
evidently, cannot represent a 1 : 1 distribution (D/mn = 3,0). 

Judging from the premises given above under a) and b) the 
most probable origin of the twin plants with deviating chromosome 
numbers seems to be the following. Though in the family Gramineae 
there is generally only one macrospore mother cell in the nucellus 
there may occur two (or even three) such cells in exceptional cases. 
From each of these cells an embryo sac will develop. (In barley 
the present writer has observed the exceptional presence of two 
embryo sacs instead of one). As a rule both of these embryo sacs 
will have the reduced chromosome number and both will be fertilized, ■ 
Sometimes, however, only the “normar’ embryo sac will be reduced, 
the other one developing without reduction from the other macrospore 
mother cell. It seems plausible to assume that this accessory macros- 
pore mother cell may have a vegetative tendency, which sometimes 
leads to non-reduction. If this unreduced embryo sac is fertilized 
at the same time as the reduced one, the typical result will be obtained;, 
one diploid and one triploid twin seedling. 

For two reasons the triploid seedling will be weaker than the. 
diploid one. Firstly, the normal, reduced embryo sac has probably 
a more favourable position in the nucellus and will be better nourished 
than the other one, and secondly, the relations between the chromo- 
some numbers of embryo, endosperm and surrounding tissues in 
the unreduced embryo sac will be equal to 3n, 5n and 2n respectively, 
instead of 2n, 3n and 2n characteristic of the normal embryo sac. 
Much evidence is available which demonstrates that such deviations 
from the normal 2:3:2 ratio have a very pronounced effect on 
the viability of the embryos and hence probably also on the viability 
of the young seedlings (cf. Muntzing 1930, 1933, 1936). 

The origin of haploids and tetraploids from twin seedlings re- 
mains to be considered. Though much rarer than the triploids, 
haploids have arisen not only in the twin material of Namikawa 
and Kawakami (1934) and in my own experiments but were also 
observed by Kappert (1933), working with Linum, According to 
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Namikawa and Kawakami (l.c.) a. haploid plant of Oryza sativa 
has also been obtained from twin material (Ramih, Parthasarthi 
and Ramanujam, 1933) . — It may be assumed that the haploids arise 
from one member of twin embryo sacs, which are both reduced. 
Only one of them will be fertilized, which stimulates the other to 
parthenogenetic development. The origin of tetraploid twin seedlings 
(Namikawa and Kawakami l.c., 1 plant) is more difficult to imagine. 
Most probably this implies somatic doubling after fertilization, or 
possibly doubling at the beginning of the embryo development, if 
this has started parthenogenetically. 

The exceptional production of one twin pair in Loliwn perenne, 
in which both members were triploid, and a similar case in Poa pra^ 
tensis, shows that the explanations given above do not cover all cases; 
In the case of Lolium it is more probable that both twins are derived 
from the same macrospore mother cell. Meiosis in this cell, how- 
ever, has probably stopped at the formation of two unreduced daugh- 
ter cells, from which two unreduced embryo sacs have developed. 
Both of these have been fertilized and this has resulted in the for- 
mation of two triploid twin embryos. 

From his genetical and embryological results in Linum, Kapperx 
(1933) is forced to conclude that in this genus the observed haploids 
are derived from the same embryo sac as the diploid twins, i.e. by 
parthenogenetic development of another cell than the egg cell. 
Kappert has also demonstrated that, as a rule, the diploid twins 
in Linum are genotypically indentical, having arisen by the splitting 
of one original embryo. As triploids were much more frequent than 
haploids in our twin material it seems necessary to assume that 
at least in the case of the triploids the twins develop from two 
different embryo sacs. The most frequent twin category, however, 
in which both members are diploid, may perhaps also in our material 
result from the splitting of one original embryo. This may be de- 
cided by future genetical and morphological studies, and is already 
strongly indicated by preliminary observations in Phleum, Dactylis 
and Festuca. On the other hand it seems rather probable that 
triploids may also occur among the Linum twins. Triploids are 
generally less conspicuous than haploids and may have been over- 
looked in Kappert’s Linum material. 

6. The theoretical and practical importance 
of the twin method 

As problems of polyploidy in plants are at present of a rather 
central interest, it would be highly desirable to obtain a good method 
of artificial production of polyploids. No such method, however, 
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comparable e.g. to the X-ray method of inducing mutations, is at 
present available. Scattered positive results have been obtained by- 
various methods. Of these the method of species hybridization, 
leading to allopolyploids, has on an average been the most effective 
one. The result of a species cross, however, depends much more 
on the nature of the material than on the intentions of the worker. 
With regard to autopolyploidy the regeneration method has given 
beautiful results in the mosses but is restricted to this plant group, 
just as the decapitation method can only be used in Solanum and 
a few other genera. The method of influencing the meiotic divisions 
by external agencies in order to obtain, unreduced gametes and 
polyploid progeny is also rather difficult and does seldom lead to a 
regular production of polyploids. 

The method introduced by Randolph (1932) is the first really 
promising method, since in some cases it has lead to the production 
of a low but regular frequency of plants with doubled chromosome 
number. This result was obtained in maize by the application of 
high temperature at the time when the fertilized ovules begin to 
divide. Recently Dorsey (1936), using the same method, has also 
obtained positive results in rye and wheat. It may be added that 
after treatment with low temperature at the time of the first zygotic 
division, the present writer obtained a seedling of Tritieum turgidum 
with doubled chromosome number (2n = 56) . This seedling, how- 
ever, did not survive the winter. Though promising this heat (or 
frost) treatment method is not always an easy way to get polyploids. 
At Svalbf strenuous efforts have been made to obtain tetraploid 
barley by this method but hitherto the result has been mainly 
negative. 

Consequently, in contrast to all the other ways, the twin method 
is evidently a relatively comfortable means of obtaining heteroploid 
forms. And further, as plant twins are known to occur in a large 
number of genera, the application of this method may be expected' 
to be of a rather general importance. According to Kappert (1933) , 
SCHNARP has reported the occurrence of polyembryony in not less 
than 136 genera. 

A characteristic feature of the twin method is the production 
of triploids or, in some cases, more correctly of forms having a 50 
per cent higher chromosome number than usual. This is at the same 
time advantageous and disadvantageous. On account of their odd 
chromosome number such individuals are not immediately constant 
but will give rise to series of new types with different chromosome 
numbers. In later generations, however, stable products with 
changed chromosome numbers should be obtained. As regards the 
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final result different kinds of material will probably behave dif- 
ferently. 

It is often difficult or impossible to obtain hybrids between 
polyploids and their original forms (cf. Muntzing 1936 pp. 300-304 
and 326-334) . The polyploid twins, however, represent such hybrids 
with odd chromosome numbers and may therefore in some cases be 
more valuable for the production of heteroploid forms than stable 
and incompatible strains. Therefore, the twin method will probably 
be extensively used for future studies concerning viability, fertility, 
morphology and physiology of heteroploid plants. It should also 
be pointed out that the twin method may be valuable not only for 
the production of autopolyploids but indirectly also for the formation 
of allopolyploids. If stable autopolyploids of different constitution 
are crossed, constant and fertile allopolyploids may immediately be 
formed, owing to autosyndesis (cf. Muntzing 1936, p. 338). 

The twin method opens new possibilities also in two other 
respects, viz. for the study of haploids and for studies on the nature 
of apomixis. Though the general cytological and genetical features 
of haploids have already been elucidated, it may for several reasons 
be of interest to produce haploids of as many species as possible. 
Especially interesting is the type of chromosome pairing in such 
haploids as contain more than one genome. If, for instance, meiosis 
can be studied in the haploid timothy plant referred to above, it 
should proceed along the same lines as meiosis in the triploid hybrid 
between Phleum cdpinum and nodosum, since, presumably, these 
species {nodosum — diploid pratense) are the ancestors of the 
hexaploid species P. pratense (Gregor and Sansome 1930) . 

As already pointed out by Kappert (1933) the facultative for- 
mation of twin embryos (or even larger numbers of embryos in 
the same seed) is of immediate interest in relation to the occurrence 
of habitual polyembryony in apomictic species. — In Poa pratensis, 
belonging to the present material, the occurrence of twin seedlings 
may directly be studied in relation to the nature of apomixis in this 
species. Pending more thorough studies, only a few features should 
be pointed out already now. The frequency of polyembryonic seeds 
is rather high in Poa pratensis and this is probably in some way 
correlated with the apomictic propagation, which is characteristic 
of the species. The occasional formation of “triploid” twin plants, 
however, resulting from fertilization of unreduced ovules, demon- 
strates that apomixis in Poa pratensis is not absolute. This is in 
accordance with the results of Akerberg (1936), who succeeded in 
obtaining a few hybrids in Poa pratensis in addition to a majority 
of maternal offspring. These hybrids, however, just as the “triploid” 
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twin seedlings, seem to result. from the union of unreduced female 
and reduced male gametes (Aicbrbbrg 1936, p. 238). Unreduced 
ovules have also been observed to function rather frequently in 
sexual strains ot Poa alpina but, on the other hand, I have obtained 
“haploids’' in Poe alpina in the offspring from hybrids between 
sexual and apomictic plants (unpublished results). Finally it should 
be mentioned that a “haploid”: of Poa pratensis with 2n = 36 has 
been obtained from an apomictic biotype with 2n = 72. The “hap- 
loid” type proved to be sexual and markedly sterile (Muntzing, un- 
published results). The high frequency of twin seedlings in Po.a 
pratensis and the observed occurrence of twins with deviating 
chromosome number in this species makes it likely that this sexual 
haploid has arisen as a twin seedling. — 

The production of twin plants with deviating chromosome num- 
bers is in itself very interesting. The main value of the phenomenon, 
however, is the fact that it represents a new method which may be 
used for the production of a rich material of heteroploid forms. In 
the first place this material gives rise to many new theoretical 
problems but may also be of practical importance. In several cases 
mentioned above the new products have gigas characters {Phleum, 
LoUum, Poa) and may possibly give rise to high-yielding varieties, 
either directly as in Poa (thanks to apomictic propagation) or in- 
directly after stabilization. 


Summary 

1) The chromosome numbers of twin seedlings in various 
species of cultivated plants have been examined. Though most of 
the twins have the normal chromosome number, twin seedlings with 
deviating chromosome numbers were found in the following species ^ 
Triticmn vulgar e, Triticum turgidum, Secede cereale, Avena sativa, 
Phleum pratense, Poa pratensis, Lolium perenne and Solanum tube- 
rosum. 

2) If the twin plants differ in chromosome number, one of the 
twins is generally triploid in relation to the other one. This may 
be due to simultaneous fertilization of reduced and unreduced embryo 
sacs. 

3) Attention is called to the theoretical and practical impor- 
tance of the twin method. Though the twins are formed in a low 
frequency, a rich material may be obtained by cooperation with 
seed control stations. 

SvalOf, Cyto-Genetic Department 
August 1936 of the Swedish Seed Association 
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Abnormal Inheritance in Relation to the “bobbed’ Character 
of Drosophila anamssae 

By 

Daigoro Moriwaki 

Biological Institute, Furitsu Koto Gakko, Tokyo 

The bobbed character of Drosophila ananassae is known to be 
manifested by gene bobbed in the X-chromosome, as already reported 
(Moriwaki, 1936). It has been also described that only the females 
showed the character — minute bristles — similarly as in D. melano- 
gaster, seeing that the Y-chromosome of males carried its normal 
allele. But the expression of the gene bobbed in the females mani- 
fested itself in various ways, even to nearly normal. In the course 
of my experiments, however, using bobbed flies, I obtained a case 
in which the bobbed character was expressed in the male, accom- 
panied probably with some abnormalities. 

Male pupae with purplish (ph. . .eye colour, 1-48.4) and bobbed 
(bb, I-1G9.3) genes were irradiated for 20 minutes with x-rays of 
50 K.V., 40 m.a., 20 cm, after which the males were mated with un- 
treated females carrying the same characters. Out of 2130 male off- 
spring, 7 flies, particularly, manifested purplish and bobbed charac- 
ters, while in the females 4 flies appeared with only purplish. Of 
these eleven exceptions, only 1 female and 2 males were fertile, one 
of which latter forms the subject of this study. 

I desire to acknowledge here my indebtedness to Prof. Y. Imai 
for his kind guidance during these experiments. The expenses in 
connection with the present investigation were defrayed with the 
grant given by the Foundation for the Promotion of Scientific and 
Industrial Research of Japan. 

Mutation of Minute Gene 

The solitary male fly in question, which had the appearance 
of ph bb, was crossed with 3 females of ph bh from an untreated 
stock. Only one female with ph bb was raised, while the male 
progeny segregated into 12 ph “B”* and 9p7i, which led us to 
presume mutation of an autosomal dominant gene. Minute, to verify 
which the Fj males with ph “B" were crossed with wild females with 
the following results : 

♦Hereinafter flies having the appearance of a 66 character will be denoted 
by “B". 
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Females Males 

+ 216 230 

“B” 122 158. 

From this we could regard the gene expressing “B” in these flies 
as Minute. Investigations showed that this Minute gene belongs to 
the second chromosome, and that it has a lethal effect when homo- 
zygous, and partially so when heterozygous. It was also found that 
flies carrying the gene generally emerge a few days later than other 
flies of the same culture. The locus of the gene, which was named 
Minute-IIb (M-IIb), has not yet been determined for the reason that 
the recombination values with cardinal (II-O.O) and Plexate (II-25.9) 
were each nearly 50 per cent. 

In order to eliminate both ph and bb from the X-chromosomes in 
the stock of Minute-IIb, the “B” males of the Fa generation were first 
of all mated with wild females, so that the stock was perpetuated by 
selecting only M-IIb flies for every generation. 


Unexpected Appearance of Bobbed-like Flies 


Hitherto it was nothing more than a mutation of Minute gene. 
In this pedigree, however, unexpected bobbed-like flies, that is “B”, 
frequently appeared. Examples of these cases will now be given. 

(1) Although the Fa + males just mentioned were not expected 
to carry any bb genes, the progeny raised from the cross with ph bb 
females segregated into 


Expected | 
Unexpected 


Females Males 

+ 218 / 

ph I 314 

“B” 91 0. 


The minute bristles of the unexpected “B” flies were more con- 
spicuous than those of bb flies. The fact that these flies, however, 
were all females leads us to suppose that we are dealing with bb 
genes. 

(2) Concerning the test crossings for determining the linkage 
group of Minute-IIb, another case of unexpected appearance occurred. 
In the first place, crosses of Minute-IIb with cardinal (ed, II) or 
plexus {px, III) showed such a peculiarity that when the mother was 
M-IIb, the progeny were always only normal flies, while the M-IIb 
father produced both M-IIb and -b. Secondly, the normal flies in 
the progeny were inbred, in the offspring of which appeared the 
unexpected “B”. The results of the first and second crosses are shown 
in Table 1. 



230 


D. JVrORIWAKI 


Cytologia, Fujii job. vol. 


Table 1 


Character 

, 9(M-JJ6)x 

9 (cd) X 

9 {M-rib) X 

? (px) X 

' d^icd) 

d {M-IIb) 

&{px) 

6^ (M-IIb) 

Females | 

0 

34 

24 

36 

0 

32 

11 

22 

Males 

0 

23 

27 

34 

0 

35 

23 

16 


1 

1 

i 

1 

Character 

9(+) X 
<?(+) 

9(+) X 
'?(+) 

9(-l-) X 
<?(+) 

9(H-) X 

d’(-l-) 

r + 

46 

40 

69 

59 

Females | 

11 

17 

14 

6 

13 

26 

n 

2 


2 

Q 

4 

0 

Males { + 

68 

24 

52 

13 

44 

13 

64 

23 


It will be seen from the foregoing data that the unexpected “B” 
appeared only in females. We may add that the M-IIh stock used 
had been selected for some ten generations. 

(3) Following the preceding experiments, M-IIb females of the 
same stock were crossed with wild males, resulting in 315 normal 
females and 336 normal males with 1 “B” male which was sterile. 
Inbreeding of these normal flies gave the following results: 

Females Males 

+ 193 230 

“B” 31 0. 

According to a test crossing, the female “JS” seems to be hh it- 
self. This however needs to be confirmed. 

Reexamination of the Minute-IIb Stock 

With a view to analyse the factors responsible for the ap- 
pearance of 66-like flies, I examined once more the Minute-IIb stock, 
which, however, was renewed by mating M-IIb males with normal 
females. The reexamination involved five tests, namely. 


Test-1 9 {M-IIb)l x d' (-)-)3 out breeding ; 

13 fertile cultures 

Test-2 Jkf-7/6 stock— * d’(+)l X 9 (-f )2 outbreeding; 

14 fertile cultures 

Test-3 M-IIb stock -^9(-(-)lxd'(-i-)3 out breeding ; 

10 fertile cultures 

Test-4 c?(Jlf-/i6)lx 9(-i-)l-3 outbreeding; 

6 fertile cultures 
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Test-6a (Test-4/a) Test-4-^ 9(+)xd’(+) mass ; inbreeding ; 

8 fertile cultures 

„ b ( ,, /b) Test-4 -* c? (-1-) x 9 (66) . , .mass ; out breeding ; 

4 fertile cultures. 

1. Test-l 

In contrast to the previous case, in which the same cross pro- 
duced only normal progeny, 8 pairs out of 13 fertile cultures re- 
sulted in M-Ilh flies, as shown below: 

Females Males 

■f 140 145 

M-IIb 117 , 99. 

At the same time only normal flies arose from the 4 other cul- 
tures, the remaining one yielding 1 male “B” in addition to normal 
offspring. Further test showed that inbreeding of these normal flies 
could segregate “B” females. 


2. Test-2 


The results of 14 fertile cultures of this test are summarized in 
Table 2. 

The case Test-2-16 Table 2 

differed from the previous 
examples in the matter of 
the appearance of “B” 
males, all of which, how- 
ever, seemed to be sterile. 

It is also remarkable that 
in the next generation that resulted from mating the female ”B” of 
Test-2-16 with wild males, both females and males of “B” appeared 
again, notwithstanding that the same crossing of Test-2-14 gave only 
normal flies. 

3. Test^3 


Character 

Sum of 12 
cultures 

Test-2-14 

Test-2-16 

Females | 

f H- 

1 “jB” 

696 

0 

36 

5 

1 

64 

3 

Males - 

1 + 

1 

620 

0 

36 

0 

69 

9 


In 8 fertile cultures out of 10, only normal flies resulted, whereas 
in 2 cases, namely, Test-3-7 and Test-3-9, 1 female “B” appeared in 
addition in each case. One “B” of Test-3-7 was lost before testing, 
but the other “B" female from Test-3-9 was crossed with wild males 


with the following result: 

Females 

Males 

+ 

14 

14 


9 

8. 


4 . Test-4 

Table 3 gives the results of the test. 
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As will be seen from 
the table, Test-4-1 seems to 
differ from the other cul- 
tures. This is confirmed 
by the next test. 

5. Test-5 (Text-4/a and 
Text-4/b) 

As suspected, each 
pedigree of Test-4-1 show- 
ed a different result (Table 
4) from the others, in 
which latter all the pro- 
geny were normal. 

Considerations 

The causes of the abnormal inheritance in relation to the bobbed 
character may be various, such for example as those due to chromo- 
some fragments, mutation of another bobbed gene, modified expres- 
soin of Minute-IIb gene, etc. But I think it can be best explained by 
assuming fragmentation of the ?)6-region in the X-chromosome, al- 
though a satisfactory cytological proof of it has not yet been obtained. 

Mutation of another bobbed gene would not conclusively explain 
the three examples of the unexpected appearance of “B”. Granting 
that it is mutated, it cannot be included in the X-chromosome, seeing 
that it has been replaced with a normal one at the start. But the 
correlation between “B” and the female sex suggests some relation- 
ship with X-chromosome. As bearing on this question, an interest- 
ing study was made by Kikkawa (1936) , who showed that the IV- 
chromosome of D. ananassae may be partly homologous with the Y- 
chromosome. He recently informed me that he had obtained a muta- 
tion of b 6-like character, the gene of which seemed to be in the fourth 
chromosome where no gene had ever yet been recognized. As to 
whether all this explains my present case is a matter on which 
nothing definite can be said at present. 

As for the second and third examples, in which the stock of 
M-IIb looks as if it might have taken the 66 gene into the X-chromo- 
somes again, the fragment idea seem.s appropriate. That is, I con- 
ceived that during the almost ten generations of selection there might 
have occurred crossing over between the normal X-chromosome and 
the 66-fragment. 

In the next place, in the five tests for reexamining the M-IIh 
stock, a singular thing is that in the two cultures, Test-2-16 and Test- 


: Table 3 

, Character 

Sum of 5 cultures, 
'except Test-4-1 

T8st-4-l 

Females | 

177 

129 

54 

3* 

Males 1 

174 

149 

'50 

0 


* These 3 flies may not be M-IIh, but "B "* 


Table 4 


Character 

(a) Test-4-1 /a-1 

(b) Te3t-4-l/b-l 


Females Males 

Females Males 

+ 

128 

176 

57 

83 


18 

0 ■ 

18 

0 
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3-9, “B” males appeared. Whether the cause or causes that brought 
about these two conditions differ from that of the others, is not yet 
known, but by the assumption of fragmentation we ' can regard the 
cause, generally speaking, as the same. The various forms due to 
combinations of -I-*"' gene of Y- or X-chromosome, 66 in X-chromo- 
some, and 66-fragments, may manifest each phenotype, none of which 
however has yet been identified. It also seems that the 66 gene in 
the fragment seems to have a little stronger expression than 66 itself. 

Summary 

1. In an x-rayed series with purplish (pft.) and bobbed (66) 
characters of Drosophila ananassae, an autosomal dominant gene 
capable of causing the bristles to be minute was found. The gene, 
Minute-IIb, belongs to the second chromosome, the locus of which 
however has not yet been determined, the recombination values with 
cardinal (II-O.O) and Plexate (II-25.9) each being nearly 50 per cent. 

2. During the experiments in which the pedigree of Minute-IIb 
was used, another 66-like character unexpectedly appeared at times: 
the parents in this case, it being always believed, carry neither M-IIb 
nor 66 genotypically. 

3. As an explanation of the unexpected appearance of 66-like 
character, I proposed that we assume fragmentation of the 66-region 
in the X-chromosome, which would go far towards explaining the 
peculiar examples here mentioned, although no satisfactory cytolo- 
gical proof of it has yet been obtained. 
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iiber das Stigma bei farblosen Flagellaten 

Von 

Ei-nst G. Pringsheim, Frag 

Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen Universitat 

I. Morphologisches 

Die meisten gefarbten Flagellaten und Flagellatenstadien von 
Algen besitzen einen Augenfleck, aucb Stigma genannt. Das ist ein 
Gebilde welches durch Carotine rot gefarbte Oltropfchen enthalt, 
nach deren Entfernung durch organische Losungsmittel es als eine 
dichtere Stelle im Protoplasma sichtbar bleibt. Meist stellt es eine 
tellerartig gewolbte, rundliche Scheibe dar, kann aber auch langlich, 
selbst strichfbrmig sein. Fast immer liegt es am Vorderende, nicht 
,weit vom Geifielansatz, bei Chlamydomonaden aber zuweilen auch 
weiter hinten, selbst hinter der Mitte der Zelle. Bei alien Vol- 
•vocineen ist es ein oberflachliches Gebilde und kann sogar iiber den 
Sonstigen Umfang hinaus ragen, wahrend es bei den Eugleninen 
der Hauptvakuole anliegt. Die stark rote Farbe macht das Stigma 
vielfach sehr auffallig; doeh gibt es auch winzig kleine oder blaS 
gefarbte, selbst farblose Augenflecke. Oft sind sie schwer zu er- 
.kennen und nur bei gutem Licht, oifener Blende und bester Optik 
.sicher nachzuweisen. 

Die Art der Ausbidung des Stigmas scheint phanotypisch nicht 
beeinflufibar zu sein, d.h. eine taxonomische Einheit hat immer das 
gleiche Stigma. Bei den von den Algologen beschriebenen Arten 
kann es in seiner Ausbildung schwanken ; leitet man aber von einer 
Zelle Klonkulturen ab, so haben alle Zellen das gleiche Stigma. 

Bei der Teihihg der Zellen miissen neue Stigmata entstehen. 
Wir wissen nicht viel mehr als dafi das zwischen der Kern- und der 
Zellteilung zu geschehen pflegt. Der Vorgang selbst ist in den 
meisten Fallen unbekannt, ebenso wie das Schicksal anderer Zellor- 
gane, etwa der pulsierenden Vakuolen, wahrend der Teilung der 
Zellen. Bei den Eugleninen wird das Stigma gespalten (Klebs 1883, 
Dangeard 1901) . Dieses Verhalten ist aber nach Oltmanns (1923, 
S. 93) die Ausnahme, und die Neubildung haufiger : ,,Bei den Chlamy- 
domonaden wird derselbe fiir die jungen Schwarmer nicht verwertet, 
hochstens wird einem derselben der alte Augenfleck uberwiesen.“ 
Das letztere scheint mir allerdings wenig wahrscheinlich. Bei 
stigraatisierten Polytomen, bei denen sich die Verhaltnisse besser 
iibersehen lassen als bei Chlamydomonas, weil die anderen Farb- 
stoife fehlen, geht das alte Stigma verloren, ebenso wie Zellhaut 
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und Geifieln, und die TocMerzellen bilden neue aus. Dies lafit sich 
sicherstellen, weil sie anfangs kein Stigma besitzen. A.hnlich verhalt 
sich Chlorogonium (Geitler 1934, 44). Es ist damit aber nicht 
entschieden, ob nicht vorher ein ungefarbtes, sich durch Teilung 
vermehrendes Gebilde vorhanden ist, das vom alten Stigma abstam- 
men kann. 

Nur bei schwacher VergroBerung erscheint das Stigma ein- 
heitlich rot,' bei starkerer ist es stets gekornt, und man erkennt 
verschieden grofie rote Punkte, welche aus einer olartigem, stark 
lichtbrechenden Masse bestehen. Mit Alkohol lafit sich daraus der 
Parbstoif ausziehen. Untersucht ist er bisher nur bei Astasia 
‘(ocellata) quartana Peingsheim (Pringsheim und Mainx 1926, S; 
591) . Hier besteht er aus Carotin, wahrend Xanthophyll nicht vor- 
handen ist, das es sonst so oft begleitet. Bei gefarbten Flagellaten 
und Zoosporen ist eine solche Entscheidung kaum moglich, weil sie 
die gelben Begleitfarbstoflfe des Chlorophylles in ihren Chromato- 
phoren fuhren. 

tfber die morphologische Wertigkeit des Stigmas gibt es eine 
ganze Anzahl von Aufierungen ; nur haben die Verff. oft nichts 
von einander gewufit. Der erste Beitrag zu der Frage ist wohl der 
von Guignard (i889), der die Entwickelung der mannlichen Gameten 
von Fucus untersucht und ein farbloses Gebilde gefuhden hat, daS 
spater rot wurde. Er deutet das so, dafi hier das Stigma aus 
einem Leukoplasten entstehe. Diese Auifassung ist als Tatsache in 
die Literatur eingegangen (z.B. Harder 1936, S. 333) . Sie stammt 
nicht erst von Mangenot (1922) , [der die Beobachtungen bei Fuciis 
noch einmal erhoben hat,] wie Chadefaud (1932) meint. In der 
Monographie von Franze iiber das Stigma der Mastigophoren finden 
wir zu unserer Frage die folgende Bemerkung: „Die Verteilung der 
Stigmata ist bei den Flagellaten so ziemlich auf die mit Chromato^ 
phoren versehenen Formen beschrankt" (1893, S.38f) , und er meint 
weiter: „Die Pigmentosa (so nennt F. das Stigma) — scheint ein 
Analogon der Chromoplasten in den Zellen hoherer Pfianzen zu sein“ 
(S. 53). P. A. Dangeard (1901, S. 28) hateinen ahnlichen Gedanken 
ausgesprochen, sich aber vorsichtigerweise auf seine Untersuchungs- 
objekte beschrankt; „Le point oculiforme des Euglenes se com- 
porte comme un leucite; il se divise au moment de la bipartition de 
la cellule, ainsi que Klebs I’a constate." Die Beobachtungstatsache 
stammt also, wie so vieles auf diesem Gebiete, von Klebs. Die 
Deutung wird nur so nebenher gegeben, ohne dafi gesagt ist, worin 
eigentlich diese besondere Ahnlichkeit im Verhalten bestehen soli, 
Oder warum an Leukoplasten und nicht an Chromoplasten gedacht 
wird. 
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Wahrend die genannten Autoren nur eine morphologische 
Beziehung oder Ahnlichkeit zwischen Plastiden und Stigmen ange- 
geben haben, hat dann Rothert (1914) seine bekannte Theorie auf- 
gestellt, „da6 die roten Stigmata oder Augenflecke, welche den 
Schwarmzustanden der Algen und griinen Flagellaten fast allgemein 
zuzukommen scheinen, nichts anderes als ein Spezialfall von Chromo- 
plasten sind.“ Wenn man ihn gefragt hatte, diirfte er auch die 
„nichtgrunen“, d.h. anders oder garnicht gefarbten Flagellaten 
eingerechnet haben, da er ja auch Fucus als Beispiel nennt. Obgleich 
Rothert fiir seinen geistreichen Gedanken, den er wohl einer 
genaueren Priifung wert erachtete, nicht viel anzufiihren hat, ist 
seine Auffassung vielfach angenommen worden. Pascher (1929, S. 
396) z.B. halt „die Plastidennatur des Stigmas nach den Unter- 
suchungen Rotherts, Masts usw. fur gesichert“. Soweit ich die 
Arbeiten von Mast kenne, finden sich in ihnen sehr ins einzelne 
gehende. z.T. reichlich phantasievolle Angaben iiber das Stigma von 
Volvoeaceen, aber nichts, woraus dessen Plastidennatur sicher 
hervorginge oder was eine solche allgemeine Aussage ermoglichte. 
Und Rothert selbst hat keine Untersuchungen zu dieser Frage 
angestellt. Mit Recht sagt Pascher noch 1927 (S. 34) vorsichtiger : 
„In der morphologischen Deutung des Stigmas besteht keine tjber- 
einstimmung; aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich um 
einen modifizierten Chromoplasten." Andere Deutungen, die er dort 
anfiihrt und ablehnt, bediirfen keiner Erwahnung mehr. 

In der geschichtlichen Reihenfolge ist Mangenot (1922) zu 
nennen, der das Stigma der FMc?(s-Spermatozoen seiner Entstehung 
wegen als zum Plastidenapparat gehorig auffafit. Vor allem ist es 
aber Chadepaud, der neuerdings auf Grund sehr bemerkenswerter 
Beobachtungen eine andersartige Beziehung zwischen Plastiden und 
Stigmen aufdeckt. Rotherts Arbeit ist ihm nicht bekannt. 

Chadepaud (1932) fand bei einer Chrysomonade, der er keinen 
Namen gibt — ^nennen wir sie Ochromonas Chxidefaudii, da es sich 
nach Beschreibung und Abbildung um eine neue Art dieser Gattung 
handelU' — dafl das Stigma einem, in der Einzahl vorhandenen, 
kleinen, blafibraun gefarbten Chromatophor als eine rote Kappe 
aufliegt. Das Bemerkenswerte ist nun, dafi vor der Zellteilung das 
Chromatophor sich durch Teilung verdoppelt und daB darauf an dem 
zweiten ein neues Stigma sich bildet, welches erst spater in der j ungen 

Anm. 1) Die Art soli zwischen Monas und Cldoroehromonas stehen (S. 184) 
d. h. wohl einen wenig funktionstiichtigen Assimilationsapparat besitzen. Es 
ist aber bedenklich aus der Parbung des Chromatophors auf seine Arbeitsfahig- 
keit zu schlieBen. Unter dem Mikroskop sehen die Chrysomonaden meist sehr 
hell aus, auch diejenigen, welche sicher autotroph sind. 
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Zelle die richtige Lage am Vorderende gewiniit.^> Ahnliche Beziehun- 
gen sollen auch in anderen Fallen vorliegen, z.B. bei den Zoosporen 
von Trihonema (S. 182). In diesem Zusammenhang konnen die apo- 
chlorotischen, stigmatisierten Arten von besonderer Bedeutung sein. 
Chadepaud meint, da6 in solchen Fallen, z.B. bei Antophysa Steinii 
die Plastiden mitochondrial seien und deshalb tibersehen worden 
sind, wahrend sie bei den F^^c^t5-Spermatozoen nachgev^iesen werden 
konnten. Diese Anschauung ist einleuchtend, w'enn man an die be- 
sondere Natur der „Mitochondrien'' glaubt, in denen ich nur die 
physikalisch bedingte Erscheinungsform verschiedener plasmatischer 
Teilchen sehen kann (Pringsheim 19 ) . Jedenfalls ist ein sicheres 

Kennzeichen von Mitochondrien nicht bekannt. 

Bemerkenswert und fiir die morphologische Wertigkeit des 
Stigmas wie fiir die Beurteilung alterer Arbeiten wichtig ist die 
Tatsache dafi zuweilen an der Stelle, wo ein Stigma zu erwarten 
ware, ein ungefarbtes Gebilde auftritt, das ausi dichterer Masse 
besteht als das iibrige Plasma. (Pascher 1927, S. 34, Vischer 1932, 
S. 268). Pascher sagt dort: „Zahlreiche Volvocalen haben kein 
Stigma, sei es, dafi sie es normalerweise nicht Oder nur ausnahmsweise 
ausfarben, sei es, da6 sie es uberhaupt nicht haben. Fiir ersteren 
Umstand spricht die wiederholt von mir beobachtete Tatsache, dafi 
bei scheinbar nicht stigmatisierten Formen immer eine bestimmte 
Stelle im Dunkelfeld aufleuchtete“. W. Vischer aufiert sich iiber die 
Schwarmer von Mischococcus sphaerocephalus folgendermafien (1932, 
S. 268).: „Die Zoosporen sind oval, 1-8 jn lang, besitzen zwei durch- 
sichtige Chromatophoren und zwei ungleiche Geibeln, die etwas 
seitlich inseriert sind — . Ein rotes Stigma ist nicht deutlich wahr- 
zunehmen; etwa einmal schien ein solches vorhanden zu sein; bei 
genauerem Zusehen konnte jedoch nur ein starker lichtbrechendes, 
winziges Korperchen festgestellt werden, das ungefarbt war. 
In diesem Punkte schlieSe ich mich BoRZl (1895, S. 121, Studi algo- 
logici Fasc. II, Palermo) an, der von einem farblosen Stigma spricht 
(stigma achroum).'^-> 


Anm. 1). Das Referat iiber die Arbeit von Chadefaud im Botanischen 
Zentralblatt von Moewus (1933, 22, 238) gibt den Inhalt falsch wieder. Dem 
Satz „ Wahrend man bei farblosen Heterokonten immer noch das Plastidom 
nachweisen kann, ist das bei Polytoma nicht mehr der Falh^ steht in der Arbeit 
der folgende gegeniiber: „Chez Polytoma, d'apres le travail recent de Volkonsky, 
on retrouve ce chromatophore, tapissant toute la paroi cellulaire. . Auch sonst 
ist das Referat unbrauchbar. 

Anm. 2). Es gibt noch weitere Literature iiber farblose Stigmata, die ich z. 
T. nicht kenne, aber hier anfiihren mochte. 1883 Pelletan nach Pranze: farb- 
loserAugenfleck bei Dinobryon. 1893 Franze S. 155: „Wir konnen uns diese Ver- 
haltnisse so erklaren, daB hier die Bildung des Farbstoffes in der Pigmentosa 
unterblieb.“ 1895 Borzi; Stigma achroum (siehe oben). 1927 Pascher: 
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Nach ChadepAUD (1933, S. 184), der ViSCHEK nicht nennt, gibt 
es bei derselben Heterokonten-Gattung Mischoeoccus neben Arten 
mit ungefarbtera Stigma auch den Fall, dafi anfangs ungefarbte Ge- 
bilde sich spater rot farben, so bei Misch. confervicola,. Die beiden, 
unabhangig von einander entstandenen Arbeiten sichern die Tatsache, 
dafi das Stigma nicht einfach ein roter Fleck im Protoplasma ist, 
sondern eine morphologische Grundlage besitzt. Umgekehrt gibt 
es auch den Fall, dafi das Stigma wahrend der Entwickelung von 
Zoosporen voriibergehend rot erscheint, aber vor der Entleerung 
seinen Farbstoff wieder verliert. Das hat Pascher (1929, S. 396) 
bei den Zoosporen von Charidcium Chrysopyxidis, einer farblosen 
Protococcale, beobachtet. Hier ist das Stigma also sicher funk- 
tionslos, was Pascher zu der Meinung gebracht hat, dafi es bei den 
heterotrophen Arten keine Bedeutung mehr hat und allmShlich 
riickgebildet wird. Wie dem auch sei, die Tatsache, dafi es auch 
bei gefarbten Arten farblose Stigmen gibt und umgekehrt, zeigt, dafi 
ein Beziehung zwischen der Farbe der Plastiden und der des Stigmas 
nicht zu bestehen braucht. 

Ohne aller dings eigene Untersuchungen angestellt zu haben, nur 
aus den Angaben der Literatur, kann ich keinen Beweis dafiir finden, 
dafi das Stigma iiberall, oder auch nur bei einer bestimmten Ver- 
wandtschaftsgruppe zum Plastiden-Apparat gehore. Die Leuko- 
plasten oder Mitochondrien, aus denen es hier und da entstehen 
soil, konnen ebenso gut als ein plasmatisches Gebilde eigener Art, 
eben als ungefarbter Augenfleck, als Stigma achroum, aufgefafit 
werden. Auch Oltmanns (1923,8.93) lehnt Rotherts Theorie ab. 
.(Siehe oben). Bei den Volvocineen werde das Stigma der Mutter- 
zelle fiir die jungen Schwarmer nicht verwendet sondern gehe zu 
Grunde. Hierfiir fiihrt schon Rothert (1914, S. 95) einige Beispiele 
aus der Literatur an. Natiirlich kann sich ein ungefarbtes Gebilde 
geteilt haben. Im Ganzen halte ich es nicht einmal fiir wahrschein- 
lich, dafi das Stigma in den verschiedenen Flagellaten- und Algen- 
reihen als morphologisch gleichartig zu verstehen ist. Das gibt 
auch Rothert zu. 

Etwas anderes ist eine Beziehung zwischen Stigma und Plastiden 
in Bezug auf Lage und Entstehung.^^ Eine solche besteht zweifellos 


Aufleuchten im Dunkelfeld. Vischer 1932 (siehe oben). Chadepaud 1933 S. 183: 
bei den Moms'-Arten, welche scheinbar kein Stigma haben, kann es vorhanden 
aber farblos sein. So denken nach ihm auch Grass6, Alexeiepp und Beauchamp. 
GEASSfi, dessen Ausfiihrungen etwas unklar sind, nimmt ein larbloses Stigma 
auch tiir Astasiaceen an (1926, S. 1013) ; es ist aber nicht gesagt, was liir 
Beobachtungen ihn zu dieser Auffassung gebracht haben. 

Anm. 1) Oltm.anns (1928, S.93) meint: „Nun ware es nicht ausgeschlos- 
gen, YOU den Chromatophoren ein Stiick abgegliedett wtirde, um den Augen- 
tleck zp bilden, aber genau gesehen wurde.das bislang nicht. “ 
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oft, aber doch nicht allgemein, sondern nur bei Chrysomonaden und 
allenfalls Chlamydomonaden. Gerade in diesen Fallen kann das 
Stigma aber kein Chromatopbor sein, sondern hdchstens von einem 
solchen gebildet werden, wie die Starke am Pyrenoid. Bei den 
Eugleninen fehlt auch diese Lagebeziehung, und da bei ihnen die 
Paramylon-Kbrner gleicMalls nicht an den Chloroplasten entstehen, 
so verfangt das von Rothert S. 94 angefiihrte Argument nicht, da6 
die von Franze am Augenfleck beobachteten Kbrnchen fiir die Plasti- 
dennatur der Stigmen sprachen, denn diese waren „imstande das 
jeweilig namliche Produkt zu bilden wie die Chloroplasten desselben 
Organismus." Die Tatsache, da6 bei hoheren Pflanzen niemals 
zweierlei Plastiden in der gleichen Zelle vorzukommen scheinen, will 
ich hier nicht weiter verwerten, well das bei niederen Lebewesen 
anders sein kann. Dagegen spricht die Erhaltung der Augenflecke 
beim Verlust der Plastiden, die wir nicht selten tinden, eher gegen 
ihre morphologische Gleichwertigkeit, denn es ware doch wenig 
wahrscheinlich, da6 ein Chromatophor erhalten bliebe, wahrend die 
anderen alle verschwanden, zumal wenn wir uns Paschers ( 1929, S. 
396) Meinung zu eigen machen, „da6 das Stigma nur bei Formen 
mit COs-Assimilation von Bedeutung ist, dafi es aber bei den hetero- 
trophen Formen, bei denen eine derart enge Gebundenheit an das 
Licht wie bei den chlorophyll-autotrophen Formen nicht vorhanden 
ist, bedeutungslos wird und verloren geht.“ 

II. Systematisches 

Wie bekannt, ist das Stigma bei den chlorophyllfiihrenden Fla- 
gellatenstadien ungemein verbreitet; doch fehlt es auch bei einigen. 
Umgekehrt ist es bei den farblosen Flageliaten selten, kommt aber 
doch zuweilen in schonster Ausbildung vor. Unwillkurlich fragt 
man sich da, ob irgend welche Beziehungen zwischen systematischer 
Stellung und Stigmen-Besitz bestehen. Das ist nun zweifellos der 
Fall. Eine Betrachtung hieriiber findet sich bei Pascher (1929, S. 
395). 

Wir finden unter den farblosen Flageliaten Augenflecke nur bei 
solchen Arten, welche chlorophyllhaltigen nahe stehen, d.h. bei 
denen infolge morphologischer Ahnlichkeit die Verwandtschaft 
erkennbar ist. Diese Ahnlichkeit kann nach Pascher in der Aus- 
bildungsart der Zellen, der Cysten, der geformten Reservestoffe oder 
der Fortpflanzung deutlich hervortreten, obgleich der Verlust der 
Assimilationsfarbstoffe eine heterotrophe Ernahrung notwendig 
macht. 

Da wir im Anschlufi an Ferd. Cohn (1854), Klebs (1883) und 
Pascher (1916) heut als sicher annehmen, dafi die farblosen Arten 



240 


E. G, Peingsheim 


Cytologia, Fujii jub. vol. 


durch Verlust des Chlorophylls und seiner Begleitfarbstoffe, also 
durch ,,,Apochlorose“ aus gefarbten entstanden sind, und nicht 
umgekehrt, so konnen wir auch das Stigma bei den heterotrophen 
Flagellaten als Uberrest von den gefarbten Vorfahren her ansehen. 
Damit soil nicht gesagt sein, dafi es riickgebildet oder funktionslos 
sein mu6. Ganz deutlich ist der Besitz eines Augenfleckes um so 
haufiger, je naher eine Art stigmenfiihrenden griinen Verwandten 
steht. Doch ist er immerhin auch bei den noch mit den typischen 
Reservekohlehydraten versehenen Phytomonaden und Eugleninen,. 
soweit sie farblos sind, seltener als bei den griinen. 

Das Stigma verhalt sich also ahnlich wie die Starke und das 
Paramylon. Bei Verlust der Assimilationstatigkeit, mit der man 
Augenfleck und Reservestoff-Kohlehydrate biologisch in Zusammen- 
hang zu bringen pflegt, kann dennoch das eine oder andere, oder 
auch beides erhalten bleiben. 

Wir wollen die den griinen Arten noch nahe stehenden Einzeller 
der Einfachheit wegen mit einem von Lwoff (1932) gepragten Aus- 
druck „Leukophyten“ nennen, — ohne uns daran zu kehren, dafi dieser 
Autor den von ihm geschaffenen Begriff durch die Forderung des 
Vorhandenseins von Plastiden belastet oder eingeengt hat, die fast 
nirgends nachgewiesen sind. 

Solche leukophytische Arten finden wir bei den Chrysomonaden, 
Cryptomonaden, Volvocineen, Heterokonten, Eugleninen, Peridineen, 
Protococcaceen und Diatomeen, also bei samtlichen Flagellatenreihen 
und davon abgeleiteten Einzellern (Pringsheim 1932). Die leuko- 
phytischen eigentlichen Algen besitzen kein Stigma und im Gegen- 
satz zu den meisten chlorophytischen auch keine stigmatisierten 
Schwarmerstadien.’^) Ebenso fehlen bei den „Pilzen“ Augenflecke 
ganzlich, auch da wo Flagellatenstadien ausgebildet werden. Wir 
sehen darin ein Anzeichen grbfierer phylogenetischer Entfernung 
von den Algenvorfahren. 

Zum Vergleich mit den ungefarbten Flagellaten sei ein Ober- 
blick iiber das Vorkommen des Stigmas bei den griinen gegeben 
(Franze 1893, S. 138f, Pascher 1927, S. 34 und 1929, S. 395) . Bei 
den Chrysomonaden fehlt es, wie es scheint, recht haufig; doch kann 
es auch wegen seiner Kleinheit iibersehen worden sein. In der 
monographischen Bearbeitung von Pascher (1913, S. 7ff ) ist diese 
Frage nicht beriihrt, auch bei den einzelnen Gattungen und Arten 
nicht gesagt, ob sie ein Stigma haben. Einige farblose Arten 
besitzen es. Bei den Cryptomonaden fehlt der Augenfleck meist, 
nach Franze (1893, S. 159) stets, wahrend Pascher (1913, S. 96) 

Anm. 1) Nur bei Charaoium Chrysopyxidis sind Stigmata vorubergehend 
zu sehen. 
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sagt: „Augenfleck bei einzelnen Formeii vorhanden", ohne aber 
anzugeben, bei welchen. Ich babe unter den zahlreiclien Arten, 
die ich untersucht habe, leider noch keine gesehen, die einen Augen- 
fleck besessen hatte.^' Er fehlt auch den leukophytischen Arten. Die 
Phytomonaden besitzen meist ein Stigma, das aber hauflg der j ungen 
Zelle noch fehlt (Vergl. oben S. 240). Von den apochlorotischen 
Arten haben verhaltnismaUig viele das Stigma behalten. Was die 
Heterokonten anbelangt, so habe ich noch keinen rechten tJberblick. 
Zunachst ist bei farblosen, stark abgeleiteten Flagellaten nicht immer 
zu entscheiden, ob sie Heterokonten oder Chrysomonaden darstellen, 
die ohnehin einander recht nahe stehen diirften. Aufierdem finden 
sich auch bei griinen For men ungefarbte Augenflecke (oben S. 240) . 
Die Eugleninen besitzen wohl alle Stigmata, soweit sie griln sind, 
haben ja auch daher ihren Namen. Unter den chlorophyllfreien Eu- 
gleninen, auch Astasiaceen genannt, haben einige ein Stigma, und 
zwar nur solche, welche griinen noch verhaltnismafiig nahe stehen. 
Astasia quartana (Morofp) Pringsheim, und die mit ihr wahrschein- 
lich identische Ast. ocellata Khawkine stehen Euglena naher als 
andere Astasia-Art&n. Astasia linealis Pringsheim gehort deutlich 
zur Gruppe der Euglena actis, und ganz ahnliche Arten sihd mit 
gutem Recht von Klebs (1883, S. 308) und Dangeard (1930) zu 
Euglena gestellt worden. In derselben Sammelart Euglena acus gibt 
es nach Klebs aber auch ungefarbte Varietaten ohne Augenfleck 
(Pringsheim 1936, S. 78f) . Ganz ahnlich ist es bei Phacus pleuro- 
nectes (ebenda, S. 74). Zu dieser Sammelart rechnet Klebs (1883, 
S. 291 und 311) eine apochlorotische Form ohne Stigma, wahrend ich 
eine sehr ahnliche mit Stigma gefunden habe (1936, S. 73f). Die 
ungefarbten Phacus- und Trachelomonas-Avten sind an ihrer Gestalt 
ohne weiteres als zu diesen Gattungen gehorig zu erkennen. Farblose 
Lepocinclis- Arten sind dagegen bisher nicht bekannt geworden. Die 
Menoidium- Arten, an die allenfalls gedacht werden konnte, stehen 
ihnen doch nicht ganz nahe und haben auch nie ein Stigma. Ahnlich 
ist das Verhaltnis zwischen Eutreptia und Distigma (Pringsheim 
1936, S. 84) . Bei Peridineen hat das Stigma eine sehr ungleiche 
Verbreitung. Auch unter ihnen gibt es farblose, stigmatisierte Arten. 

Ich gebe im folgenden eine Liste der mit einem Augenfleck 
versehenen apochlorotischen Flagellaten. 

Chrysomonaden Amoeba stigmatica Pascher 

Anthophysa Steinii Senn 

Heterochromulina ocellata Pascher, syn. Oikomonas ocellata 
SCHERPFEL 

Monas vivipara Ehrbg. 

Anm. 1) El' kommt aber sicher vor, z.B. bei Chroomonas sper. (vergl. 
Geitler 1922), 
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Volvocineen 


Protococcales 

Eugleninen 


Peridineen 


Hyalogonium Klehsii PaschbR 
Polytoma caudatum Korschikoff 
,, globosum n. spec. 

,, ocellatum Franze 

Polytomella {agilis) Dofleinii PRINGSHEIM 
TetraUepharis multifilis (Wille) Pascher 
„ ohovalis Pascher 

Characium Chrysopyxidis Pascher 
Astasia lin&alis PRINGSHEIM 
„ ocellata Khawkinb 
„ quartana (Moropf) Pringsheim 
Euglena viridis Ehrbg. f . hyalina Klbbs 
,, sanguinea EhrbG. f. hyalina Klebs 
Hyalophacus ocellata Pringsheim 
Trachelomonas reticulata Klebs 

„ volvocina Ehrbg. f. hyalina Klebs 

Gymnodinium vorticella Stein 

„ hyalinum\syn.Spirodiniumhyalinurri{^cmijlJE'B.) 

Lemmermann 


Auffallend ist auch die Tatsache, dafi es mehrfaeh stigmatisierte 
und stigmenfreie Parallelformen gibt, worauf wohl Budee (1917, 
S. 212) zuerst hingewiesen hat. Er meint, da6 eine Polytomella, 
die er in Kultur hatte, vielleicht derselben Art angehorte wie 
Dopleins Polytomella agilis, obgleich ihr deren Stigma fehlte; es 
wiirde sich also^ um eine Varietat handeln, die den Augenfleck ver- 
ier en hatte. Wirklich driickt sich die nahe Verwandtschaft der 
„Leukophyten“ mit bestimmten „Chlorophyten“ auch in der phylo- 
genetischen, seltener ontogenetischen®* und wohl nie phaenotypischen 
Labilitat der Stigmenausbildung aus. D.h. von morphologisch ein- 
ander sehr nahe stehenden Formen kann die eine mit einem Stigma 
versehen sein, die andere nicht. Der Umstand, da6 das aber nur 
von apochlorotischen Arten bekannt ist, bedarf einer Deutung, die 
vielleicht in der von PASCHER (1929, S. 396) gewiesenen Richtung 
liegt, namlich, dal5 ein Organ verschwinden darf, wenn es keine 
lebenswichtige Bedeutung mehr hat. 

Das Vorhandensein eines Augenfleckes ist ein klonkonstantes 
Merkmal, wie auch Steehlow (1929, S. 633) und MoEWUS (1935, S. 
375) betonen. Ich mochte hinzufiigen, dafi das Fehlen des Augen- 
fleckes wohl me das einzige Merkmal ist, welches eine taxonomische 
Einheit von einer anderen unterscheidet. Das entspricht auch den 
Bef unden an hoheren Pflanzen und verhalt sich ebenso mit dem 
Chlorophyll bei den apochlorotischen Arten gegeniiber den griinen 
(Pringsheim 1936 S. 80) . 

Anm. 1) Pascher (1929, S.398) erwahnt eine weitere, ofPenbar farblose 
A.rt, Characium hyalinum. Mangels irgend welcher Angaben kann fiber diesB 
nichts ausgesagt werden. 

_ Anm. 2) Die jungen Zellen besitzen noch kein Stigma oder die alten ver- 
lieren es wieder. 
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Sehr zu beachten ist das was Pascher (1927, S. 384) iiber das 
zuweilen spate Auftreten der Farbung des Stigmas bei der Ent- 
wickelung Aer Poly tomo.-Ze\\en sagt. Ich weiiS aber nicht ob er 
recht hat, wenn er meint, es gabe „PoZ^toma-Rassen'', die nur 
gelegentlich ein Stigma aufweisen. Ich konnte einen solchen Wech- 
sel nie beobachten, und fand nur PoZ^/toma-Stamme, deren Augen- 
fleck sehr blaB und wie verwaschen ist. . Ohne Klon-Kulturen lafit 
sich die Frage kaum entscheiden. 

Obgleich also noch einige Fragen nicht gelost sind, will ich 
der tJbersichtlichkeit wegen die einander sehr ahnlichen farblosen 
Arten mit und ohne Stigma einander gegenuberstellen. 

Ohne Stigma Mit Stigma 

Chrysomonaden Anthophysa vegetans Ehrbg. A. Steinii Senn 

Volvocineen Hyalogonium acus Pascher H. Klebsii Pascher 

Polytoma caudatum var. P. caudatum Korschikoff 

astigmata Grandori 

„ uvella Ehrbg. P. ocellatu7n Franze 

Polytomella citri Kater P. agilis (Aragao ?) Doflein 0 

„ caeca Pringsheim = P. Dofleinii Pringsheim 
Tetrablepharis globulosa T, multifilis {'WlLhB) Pascker 

Senn (?) ') 

Eugletiinen Euglena acus Ehrbg. f . Astasia linealis PRINGSHEIM 

hyalina Klebs 

Phacus pleuronectes Dujard. Hyalophacus ocellata 

f . hyalina Klebs Pringsheim 

Sicher wiirde man noch zahlreiche andere hierher gehorige 
Flagellaten finden kbnnen um diese Liste zu erweitern, wenn die 
Kulturverfahren weiter ausgebaut wurden. Erst durch die Unter- 
suchung von Stammem, die auf eine Zelle zuriickgehen, kann auf 
diesem, auch fur Probleme der Systematik wichtigen Gebiete Sicher- 
heit geschaffen werden. Die Beschreibung der' einzelnen Rassen 
und Arten wird eine feste Grundlage liefern und die Gedanken von 
Pascher stiitzen. Besonders notig und verlockend ist es bei den 
Gattungen Polytomw, Tetrablepharis und Hyalogonium diese Aufgabe 
in Angriff zu nehmen; aber auch die apochlorotischen Eugleninen, 
insbesondere Euglena-Astasia barren noch einer ausreichenden 
Bearbeitung. Das Beobachtungsmaterial ist also noch klein. Der 

Anm. 1) Die Fragezeichen bedeuten: 1. Es ist nicht sicher, daB Doflein 
die ARAGAO’sche Polytomella- Art gehabt hat, noch, daB diese wie die von D, ein 
Stigma besessen hat. 2. Tetrablepharis globulosa ist nicht ausreichend beschrie- 
ben, um zu erkennen, ob sie nicht vielleicht doch ein Stigma besessen hat. Ein 
Zweifel besteht ferner noch in Bezug auf Anthophysa. Alle in zahlreichen Kul- 
turen aufgekommenen Klone wiesen bei genauerer Untersuchung ein Stigma auf, 
.das aber zuweilen etwas schwer erkennbar war. Das Stigma ist das einzige 
Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden Arten, sodafi also die stigmenlose 
EHRENBERG^sche Art unsicher geworden ist. (Dissertation Teichmann, Prag, 
Deutsche Universitat 1936). 
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Erweiterung* st6hGn vorlM-ufig* noch Hindernisse GntgGg^Gn, indGin in 
meinen Anhaufungszucliten immer wieder die gleichen Formen 
auftreten, sodafi also fur die anderen die richtigen Vermehrungs- 
bedingungen erst zu suchen sind, und ferner, daB viele leukophytische 
Arten in Reinkultur noch nicht gedeihen ‘wollen. 

III. Physiologisches 

Die rote Farbe des Stigmas legte den Vergleich mit den ein- 
fachsten Augen der Tiere so nahe, dafi die Bezeichnung Augenfleck 
auftrat, lange bevor man uber die physiologische Bedeutung dieses 
Gebildes irgend etwas wuBte. Es ist eine merkwiiridge Tatsache, 
dafi die mafigebenden Forscher sich Jahrzehnte lang straubten die 
Funktion des Stigmas als Lichtsinnesorgan anzuerkennen und die 
verschiedensten Umwege einschlugen um eine andere Losung zu 
finden. 

Auch ich bin diesem EinfluB unterlegen (Pringsheim 1912a, S. 
193) . Ppepfer (1904, S, 774) sieht in der Funktion des Augenfleckes 
eine bloBe Vermutung. JoST (Benecke-Jost 1923. Die Worter 
Stigma und Augenfleck fehlen im Register) schildert mit Zuriick- 
haltung die Lichtschirmtheorie. Bei Harder (1936, S. 306) erst 
finden sich vollig zutreffende Angaben. In alien Darstellungen der 
Reizphysiologie tritt die Behandlung der Taxieen gegeniiber der der 
Nastieen und Tropismen sehr zuriick, nicht nur an Umfang, sondern 
vor allem an geistiger Durchdringung. Am starksten ist das in der 
lezten Bearbeitung, bei Went (1931, S. 442) zu beraerken. 

Sehr langsam und vorsichtig haben sich die Physiologen dem 
reizvollen Augenfleckproblem genahert. Es ist z.B. eigenartig, daB 
in Strasburger’s klassischer Phototaxis- Arbeit fiber die „Wirkung 
des Lichts und der Warme auf Schwarmsporen“ (1878) bei aller 
Reichhaltigkeit nur ganz nebenbei (S. 42) des roten Punktes gedacht 
wird, wobei der Verf . zu dem SchluB kommt : „Die phototaktischen 
Eigenschaften der Schwfirmsporen scheinen an das Protoplasma als 
solches und nicht an einen bestimmten Farbstoff in demselben gebun- 
den zu sein.“ Diesen SchluB zog er aus der bedeutsamen Beobach- 
tung, daB auch vollig ungefarbte Schwarmer auf Licht reagieren 
kbnnen. 

Auch Engelmann (1882) leugnet auf Grund von Versuchen mit 
Euglenen die Bedeutung des Stigmas ffir die Phototaxis. Er sagt 
(S 397) : „Meine anfangliche Vermutung aber, dafi der Pigment- 
fleck die Stelle naher anweist, an der die Lichfperzeption zustande 
kommt, hat sich nicht bestatigt“. Gleichwohl behalt er die Mit- 
wirkung des Fleckes im Auge, wenn er auch das farblose Plasma 
vor dem Stigma als lichtempfindliches Organ auflfaBt., 
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Klebs (1883, S. 263) driickt sich mit dem ihm eigenen biolo- 
gischen Instinkt schon etwas bejahender aus: „So sprechen Griinde 
morphologischer wie physiologiscber Art dafiir den Augenfleck als 
ein bei der Lichtempfindung mitwirkendes Organ anzusehen, wenn 
auch ein direkter Beweis noch nicht geliefert ist.“ 

Einen solchen wartet Feanze nicht erst ab. Fiir ihn ist die 
Funktion ohne weiteres zu erkennen. Seine Angaben iiber die durch 
Linsenwirkung besonderer lichtbrechender Korperchen bedingte 
Augenahnlichkeit der Stigmata und iiber die psychischen Fahigkei- 
ten der Flagellaten haben keinen Anklang gefunden. Man begreift 
das, wenn man liest; „Die Hauptaufgabe der Stigmata besteht 
jedenfalls darin, die Richtung des LichtCsS und eventuell der Warme 
zum Bewufitsein zu bringen, um so dem hohen Sauerstoffbediirfnis 
der Mastigophoren entgegen zu kommen“ (1893, S. 154) . Die Beitrage 
des Verf. zum Thema Phototaxis konnen wir daher hier iibergehen, 
obgleich er vielleicht der erste war, der der Wahrheit nahe gekommen 
ist. 

Der nachste Schritt iiber Engelmann hinaus ist die Theorie von 
Jennings (zuerst 1905, hier nach 1910, S. 213) . Nach ihm soil ein 
am Vorderende liegender Plasmabezirk lichtempfindlich sein und auf 
Grand der wechselnden Beschattung durch den Kbrper den Geifiel- 
schlag so beeinflussen, da6 dadurch bestimmte Bewegungen zustande 
kommen. Das Stigma spielt dabei hochstens eine nebensachliche 
Rolle. Ich selbst habe dann (Pringsheim 1912a, S. 193) den Augen- 
fleck auf Grund eines Vergleiches mit den einfachsten Augen der 
Tiere als ein Gebilde betrachtet, welches Seitenlicht abzuhalten und 
die Lichtwirkung zu lokalisieren hat. Ahnliches hatte schon Haber- 
LANDT (zuerst 1909, S. 568) angedeutet. Nicht viel anders ist das 
Ergebnis der vorsichtigen Cberlegungen von Buder (1917, S. 210). 
Im Ganzen ist diese „Lichtschirmtheorie“, wie ich sie zuerst auf- 
gestellt habe, eine notwendige Umformung der Lehre von Jennings 
gewesen. 

Mast hat diesem scharf widersprochen und ist zu ahnlichen 
Auflassungen gekommen wie Franze. Er nimmt an (z.B. 1927, 
1932)), da6 der Augenfleck ein verwickeltes Organ darstelle, und 
daB die eigentliche, lichtempfindliche Substanz eine Schicht in der 
Hohlung der roten Schale sei. Bei den koloniebildenden Arten, z.B. 
bei Volvox, soil das wirksame Licht sogar erst durch den Pigment- 
schirm auf die lichtempfindliche Stelle reflektiert und konzentriert 
warden. Mast hat mit Jennings und meiner alten Auffassung 
gemein, dafi die perzipierende Stelle nicht der Pigmentfleck ist. 
Damit ist die Lage des wirksamsten Gebietes im Spektrum, wie 
wir sehen werden, schwer in tjbereinstimmung zu bringen. 
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Diese ist annaherungsweise zuerst von Oltmanns (1917) be- 
stiramt worden, der mit Hilfe verschiedener Spaltweite des Engel- 
MANN’schen Mikrospektralapparates die starkste Ansammlung fur 
Euglenen im Blaugriin bei 460-500 gfi fand, wahrend Chlamydomonas 
„mehr auf Griin gegtinrait“ war. 

Oltmanns (1917, S. 325) sieht bier eine Parallele zu den Ergeb- 
nissen von Blaauw (1909), der fiir den Phototropismus von 
Phycomyces das Maximum bei 495 yy fand. 

Die Ergebnisse von Mast (1917) iiber die wirksamen Strahlen 
bei der Phototaxis sind schon etwas genauer, indem er die Inten- 
sitat des Lichtes in den verschiedenen Spektralgebieten wenigstens 
rechnerisch zu berucksichtigen trachtet. Wenn er auch fiir ver- 
schiedene Objekte ziemlich weit auseinanderliegende Maxima zwi- 
schen 465 und 525 yy fand, so liegen doch auch sie alle um 500 yy 
herum, also im Blaugriin. 

Am exaktesten sind z.Zt. die Ergebnisse von Luntz (1931) , der 
die absoluten Energie-Schwellenwerte in verschiedenen Spektral- 
gebi’eten gemessen hat. Nachdem schon Laurens und Hooker (1917 
und 1920) festgestellt hatten, dafi die Prasentationszeit im Blaugriin 
am kiirzesten ist, bestatigen die Ergebnisse von Luntz den hohen 
Reizwert dieser Region des Spektrums dadurch, dafi bei der Wellen- 
lange 492 yy die geringste Energiemenge zur Erzielung einer 
Ansammlung phototaktischer Plagellaten mit Stigma nbtig ist, und 
daB auch die Bewegungsschwelle dort am tiefsten liegt. Daraus 
zieht Luntz wohl mit Recht den Schlufi, daS der Pigmentfleck die 
reizaufnehmende Stelle ist, weil seine Parbe komplementar zu deh 
wirksarasten Strahlen sei. Genaueres ist bei ihm dartiber auflallen- 
der Weise nicht gesagt. Er spricht nur von einem rbtlichen Pig- 
mentfleck, der rotes Licht durchlassen, blaugriines verschlucken mu6 
(1931, S, 89). Fiir Astasia, {ocellata) quartana haben wir aber fest- 
gestellt, dafi es sich um reines Carotin handelt (Pringsheim und 
Mainx 1926, S. 591). Man darf wohl annehmen, dafi sich andere 
Arten ebenso verhalten. Carotin besitzt nach Willstatter auBer dem 
Streifen um 430 yy herum ein Absorptionsmaximum im Blaugriin bei 
der F-Linie, die bei 486 liegt. Das ist eine sehr gute tiberein- 
stimmung mit dem Wirkungsmaximum bei Flagellaten mit Augen- 
fleck, das bei 492 liegt. 

Wir haben heut auch fiir den von Oltmanns (1917, S. 325) 
gezogenen und sogar durch Wiedergabe einer Abbildung unter- 
stiitzten Vergleich zwischen phototaktischen und phototropischen 
Organismen in Bezug auf den spektralen Wirkungsbereich exaktere 
Unterlagen als er und finden, dafi es iiberraschend gut stimmt. 
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Zunachst hat Oltmanns im Text das phototropische MaxiTnum 
von Phycomyces und Avena verweehselt. Die Ahnlichkeit mit dem 
ersteren, welches bei Blaauw fiir 495 angegeben ist, ware also 
groBer als die fiir „h6here Pflanzen", da A^'e^^a-Keimlinge ihr 
Maximum im Indigo bei 467 fiy haben sollen. Auf die vielfachen 
neueren Untersuchungen fiber diese Prage gehe ich hier nicht ein 
(Vergl. Castle 1931, S. 710). 

Die Ubereinstimmung zwischen Flagellaten und Phycomyces 
beruht wahrscheinlich auf dem Vorhandensein von Carotinfarbstoffen 
in beiden Fallen, wie sie auch Castle (1935, S. 225) tnr Phycomyces 
Sporangientragern annimmt. Die aus solchen gewonnene Losung 
hatte Absorptionsmaxima bei 449 und 475 yy . Das phototropische 
Maximum setzt er bei 429—448 yy an (1931, S. 709) ; doch ist erst bei 
477-495 yy wieder eine Messung vorgenommen worden, sodafi das 
Maximum auch bei grofierer Wellenlange liegen kann. Blaauw’s 
Bestimmungen, die auf der Messung der Prasentationszeit beruhen, 
sind vielleicht ffir unsere Zwecke brauchbarer. Br f and ein Maximurh 
bei 495 yy, wahrend bei 450 und 550 yy viel langere Prasentationszei- 
ten festgestellt wurden. Das stimmt mit dem Maximum bei 492 yy 
das Luntz fand, fast zu gut fiberein. Jedenfalls liegen alle mit dem. 
Vorhandensein von Carotin zusammenhangenden Werte im Blaugrfin. 
Oltmanns hat also etwas richtiges vermutet. Er ist aber an der 
hier yorgetragenen Deutung vorbei gegangen, denn er meint (1917, 
S. 310) : ,,Scheint mir somit ein Beweis gegen die Lichtfunktion des 
Augenfleckes nicht vorzuliegen, so ist allerdings noch weniger ein 
solcher ffir dieselbe gegeben. — Man wird dann wohl auch fragen 
mfissen, ob die Lichtempfindlichkeit der Euglenen, Chlamydomonaden 
iisw. an bestimmte Farben gekettet sei, wobei zuerst an gelbe und 
rote zu denken ware." 

Man wird also heute geneigt sein, dem Stigma eine wichtige 
Rolle bei der Phototaxis zuzuschreiben. Um so bemerkenswerter 
ist die Tatsache, dafi es auch phototaktische Schwarmzellen ohne 
-Stigma gibt. Da sind zunachst die schon von Engelmann (1888) 
als lichtempfindlich erkannten Purpurbakterien zu nennen, welche 
im ganzen Eorper gleichmafiig verteilte Carotinfarbstoffe enthalten 
und bei einseitigem Lichteinfall keine bestimmte Schwimmrichtung 
einhalten. Echte Phototaxis sollen dagegen die Zoosporen von 
Polyphagus Euglenm und von Rhizophlyctis {Chytridinim) vorax, 
also zwei Chytridiaceen besitzen (Strasbuegbe 1878, S. 13, Fulton 
1906, Robinson 1914, Wagee 1914) Augenflecke scheinen diese far- 
blosen Schwarmer nicht zu haben; wenigstens wird nirgends etwas 
davon erwahnt. 

Gwynne-Vaughan und Baenes (1927, S. 35) sprechen in ihrer 
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eingehenden Bearbeitung wohl von der Phototaxis, bringen aber an. 
Stelle von physiologischen Tatsachen nur teleologische Vermutungen. 
Auch bei der Besprechung der Zoosporen (S. 50) findet naan nichts 
genaueres uber ihren inneren Ban. 

Gewdhnlich wird im Anschlufi an die Chytridiaceen auch der 
Phototaxis einer Bodo-Art gedacht, die Rothert (1901, S. 371f) beo- 
bachtet, aber nicht beschrieben hat. Diese befallt Chlcmiydomonas- 
Arten und saugt sie aus. „Die Chlamydomonas war unter den 
herrschenden Bedingungen prosphototaktisch ; die noch nicht fest- 
gesaugten, lebhaft beweglichen Exemplare des Bodo waren es gleich- 
falls, und zwar in noch hoherena Grade. Im Hangetropfen der 
Peuchtkammer wanderten sie fast geradlinig dem Fensterrande zu 
und reagierten sehr prazise auf jede Drehung des Praparates." Diese 
Beschreibung legt deh Verdacht nahe, dafi diese Bodo- Art eine 
Chrysomonade mit Stigma gewesen ist. Rothert scheint darauf 
nicht geachtet zu haben, vielleicht in der Meinung, daS farblose 
Flagellaten keinen Augenfleck haben konnen, der bei schwacher 
Vergrofierung leicht iibersehen werden kann. Dieselbe Mdglichkeit 
bleibt auch noch fiir die genannten Chytridiaceen. Eine neue Unter- 
suchung ware sehr interessant. 

Selbst wenn auch diese phototaktischen Objekte ein bisher 
tibersehenes Stigma besafien, so blieben immer noch die Crypto- 
monaden ubrig, welche mindestens teilweise bestimmt keines haben 
und dennoch der Lichtrichtung folgen. Die verschieden gefarbten 
Cryptomcmas-Avt&n und Verwandten scheinen samtlich phototaktisch 
zu sein (Strasburgbr 1878, S. 12 und 13, Jennings 1910, S. 216, 
Ud^hla 1911a, S. 668f, Pringsheim 1912b, S. 361) . JENNINGS sagt 
dariiber : „Bei CryptoMonas ovata — hat der Verf. beobachtet, da6 die 
Lichtreaktion ebenso wie bei Euglena, vor sich geht.“ Was den 
Anschein anbetrifft, so kann ich das aus eigener Erfahrung besta- 
tigen, sowohl was die gerichtete, wie die Schreckbewegung anbe- 
langt. Zu den Cryptomonaden gebdren aber auch die ganzlich, auch 
in grofieren Ansammlungen fiir unser Auge ungefarbten Chilomoms- 
Arten, die keinen Augenfleck besitzen. Auch sie sind phototaktisch. 
Zwar waren die Arten, welche Strasburger (a.a.O.) unter diesem 
Namen anfiihrt, mit griinlichen bzw. braunlichen Chromatophoren 
ausgestattet, gehdrten also nach unser heutigen Benennung wahr- 
scheinlich zu CryptomoTias ; aber auch die echten apochlorotischen 
beiden Chilomonas^Arten schwimmen unter geeigneten Bedingungen 
in der Lichtrichtung. Das hat auch Luntz (1931, S. 71, 82, 90) 
beobachtet, der ein Wirkungsmaximum im langwelligen Ultraviolett 
bei 366 py feststellte. Dieses kommt ubrigens als sekundares Maxi- 
mum auch bei den mit Stigma versehenen Flagellaten vor und wird 
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von Luntz einer allgemeinen plasmatichen Lichtreizbarkeit zuge- 
schrieben. 

Damit ist allerdings nur ein Anfang zur Losung des Stigmen- 
problems gemacht. Der Fall der Cryptomonaden naacht es vorlaufig 
noch sehr schwierig. Die allgemeine plasmatische Lichtempflndlich- 
keit reicM bei keinem stigmatisierten Flagellaten aus um die Photo- 
taxis zu erklaren Oder zu bewirken. Sie soli es aber bei den Crypto- 
monaden tun. Allerdings ist bei Chilomonas nach Luntz (S. 83) 
die Schwelle fiir das wirksamste Licht sehr hoch. Das erklart aber 
wieder nicht die Phototaxis gegen ultraviolett-armes Tageslicht in 
einem Zimmer. Weitere Untersuchungen waren also sehr erwiinscht, 
umsomehr als LUNTZ wegen Materialmangels seine Beobachtungen 
an Chilomonas abbrechen mufite. Er sagt (S. 90) : „Ob auch Strah- 
len des sichtbaren Spektrums diese Fahigkeit besitzen (d.i. bei Chilo- 
monas, so wie die ultravioletten von 366 fifi Phototaxis zu bewirken) 
soil den Gegenstand spaterer Untersuchungen bilden“. 

Der Unterschied im spektralen Wirkungsmaximum zwischen 
den phototaktischen Arten mit und ohne Stigma und die bedeutend 
niedrigere Energieschwelle der ersteren zeigen klar die gro6e Be- 
deutung des roten Fleckes fiir die Lichtreizbarkeit. Worin sie 
besteht, kann man aber daraus nicht erkennen. Vielmehr sind diese 
Ergebnisse an sich ebensogut mit der Lichtschirm- wie mit der 
Bigenempfindlichkeitstheorie des Stigmas vereinbar, denn in beiden 
Fallen konnte die Wirkung bei denjenigen Strahlen am starksten 
sein, die am meisten absorbiert werden,— wenn man zunachst einmal 
von der Eigenabsorption des lichtempfindlichen Protoplasmas im 
ersteren Falle absieht. Aber das darf man eben nicht. Man kann 
heute nicht mehr dem Protoplasma einfach die Eigenschaften zu- 
schreiben, die man gerade fiir die Erklarung einer Erscheinung 
braucht. Und es ist hochst unwahrscheinlich, da6 das hypothetische 
sensible Plasma bei der fraglichen Wellenlange stark lichtempfind- 
lich ist. Erst im Ultraviolett liegt ein Wirkungsmaximum, wie 
man aus den Versuchen von Luntz mit Chilomonas und dem zweiten 
Maximum bei den anderen Objekten sieht, und wie auch sonst von 
„ungefarbtem“ Plasma bekannt ist. 

Zu diesen tJberlegungen, die gegen die Schirmtheorie sprechen, 
kommt noch der Befund von Laurens und Hooker (1920) hinzu, 
nach dem nicht nur die Prasentationszeit bei Volvox im Blaugriin am 
kiirzesten ist, sondern dieses auch die starkste photokinetische Wir- 
kung auf Flagellaten hat (Luntz 1931). Auch fiir diese Lichtreiz- 
barkeit mu6 also ein Aufnahmeorgan angenommen werden, welches 
in der genannten Gegend des Spektrums sein Empfindlichkeits- 
maximum besitzt. Was anderes soil das aber sein als das Stigma? 
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So mussen wir also Luntz (S. 89) recht geben „dat3 im Pigmentfleck 
der griinen Protisten ihr Lichtsinnesorgan zu erblicken ist.“ 

Damit ist allerdings das Problem der Phototaxis nicht gelbst. 
Die Schirmtheorie, wie sie Buder (1917, S. 214) am saubersten ent- 
wickelt hat, kann uns die Tatsache, dafi trotz Rotation urn die 
Langsachse eine gerichtete Bewegung zustande kommt, vorlaufig 
besser verstandlich machen als die Annahme, da 8 der rote Fleck 
selbst lichtempfindlich ist. So weit ich sehen kann, erscheint mir 
auch heute eine Unterschiedsempfindlichkeit die einfachste Annahme 
um trotz Drehung eine Einstellung in die Strahlenrichtung zu be- 
kommen (Pringsheim 1912b, S. 345 ff) . Ist das Stigma selbst das 
perzipierende Organ, so bleibt wohl nichts anderes iibrig als anzu- 
nehmen, dafi „Ruhestellung“ gegeben ist, wenn der Augenfleck in 
der Richtung des Lichtes steht, wenn er also moglichst wenig Licht 
auffangt. Jede Abweichung, die zu einer starker en Absorption 
fiihrt, miifite also einen seitlichen Geifielschlag und darauf eine 
Wendung des Korpers bewirken. Auch miifite die Beleuchtung des 
Stigmas von innen eine andei-e 'Wirkung aut die Geifielbewegung 
haben als die von aufien, oder andere Hilfsannahmen miifiten gemacht 
werden. 

Da morphologische Beziehungen zwischen Stigma und Geifieln 
nicht bekannt sind, und da meist auch auf die genaue Stellung 
des Stigmas wahrend der geradlinigen oder seitlich abbiegenden 
Schwimmweise nicht geachtet worden ist, so fehlen noch die Grund- 
lagen zur Beurteilung dieser Annahmen. Jedenfallss ist die ein- 
gehende Beriicksichtigung des Baues der verschiedenen phototak- 
tischen Schwarmzellen fiir jede einschlagige Uberlegung unent- 
behrlich (Pringsheim 1912b, S. 363). 

Wenn wir zusammenfassen, so mussen wir im allgemeinen noch 
heute Ferd. Cohn recht geben, wenn er sagt: „Bei den farblosen, 
mikroskopischen Organismen (Monaden, Cryptomonaden, Zoosporen 
der Pilze und Mycophyceae) ist ein Einflufi des Lichtes nicht vor- 
handen und tritt eine bestimmte Bewegungsrichtung nicht hervor“ 
(1866, S. 219), wie das ahnlich Pascher (1929, S. 396f) fiir das 
Vorhandensein des lichtperzipierenden Stigmas sagt; aber es gibt 
doch Ausnahmen, Deshalb drangt sich die Frage auf, wie es mit 
dem Verhaltnis zwischen der Phototaxis und dem Vorhandensein 
eines Augenfleckes bei der Mehrzahl der Flagellaten steht, die mit 
den Cryptomonaden nach unserer heutigen Anschauung nicht so 
nahe verwandt sind, wie Luntz (S. 90) annimmt? 

Die sich aufdrangende teleologische Beziehung, da6 das Stigma 
fiir die Phototaxis notig sei und diese die Zellen in die geeigneten 
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Assimilationsbedingungen fiihre, kann uns nicht geniigen. Nur 
durch Vergleich und Versuch konnen wir weiter kommen, und 
da mu 6 gesagt werden, dafi aufier Cryptomonas keiner von den stig- 
menlosen chlorophyllhaltigen Flagellaten auf Phototaxis hin unter- 
sucht worden zu sein scheint. Nur fiir Zoosporen von Vaucheria, wird 
angegeben, dafi sie kein Stigma und keine Phototaxis besitzen 
(Strasburger 1883, S. 42). Fiir V. sessilis kann ich das bestatigen. 
Eine bestimmte Anordnung der Keimlinge in den Glasgefafien ware 
nich zu iibersehen, und auch die Schwimmbahnen der grofian 
Schwarmer konnen leicht verfolgt werden. 

So richtet sich also jetzt unsere Wifibegier auf die stigmatisier- 
ten und stigmenlosen leukophytischen bezw. apochlorotischen Fla- 
gellaten. Hier haben wir nahe verwandte Arten mit und ohne 
Augenfleck, und ihr Verhalten mufi fiir unser Urteil iiber die Be- 
deutung des Stigmas entscheidend sein. 

Wenn das Stigma wirklich ein Augenfleck, also ein lichtem- 
pfindliches Organ der Zelle ist, so mufi man erwarten, dafi von nahe 
verwandten Arten diejenigen, welche den roten Fleck besitzen, 
immer die phototaktischen, die stigmenlosen dagegen ohne Lichtreiz- 
barkeit sind. Eine Aufierung hierzu finden wir nur bei Buder (1917, 
S. 121), welcher feststellte, dafi nur solche Polytoma- Arten photo- 
taktisch sind, welche einen Augenfleck besitzen, und dafi auch 
Polytomella agilis mit Augenfleck auf Licht (negativ phototaktisch) 
reagierte (Doplein 1916, S. 441) , eine von Buder selbst kultivierte 
Basse ohne Stigma dagegen nicht. 

Nach meinen Erfahrungen konnen wir Buder’s Beobachtungen 
verallgemeinern. Beim Herauspipettieren von Flagellaten, zwecks 
Anlegung von Speziesreinkulturen (Pringsheim 1936) warden hun- 
derte von Kulturtropfen in Uhrschalchen durchmustert. Nicht 
selten kam es vor, dafi die in den Anreicherungskulturen massenhaft 
vorhandenen Schwarmer nach kurzer Zeit scheinbar verschwunden 
waren. Das konnte zwei Griinde haben, Entweder die Zellen waren 
in den gewahlten Fliissigkeiten geschadigt worden und lagen un- 
beweglich am Boden, oder sie hatten sich nach der Licht- oder 
Schattenseite begeben. Warden die Zellen solcher phototaktischer 
Arten untersucht, so fand man stets mit Immersion ein Stigma, — 
mit alleiniger Ausnahme von Chilomonas. Umgekehrt konnte bei 
samtlichen Arten, welche ein Stigma aufwiesen, unter giinstigen 
Bedingungen auch Phototaxis beobachtet werden. 

Als „gunstig“ beurteile ich dabei solche Verhaltnisse, unter 
denen eine lebhafte Beweglichkeit herrschte, denn diese ist immer 
ein gutes Zeichen, auch in Bezug auf Vermehrungsfahigkeit. 
Schwimmgeschwindigkeit und phototaktische Reaktionsbereitschaft 
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stehen aber in einem kausalen Verhaltnis zu einander, wie Luntz 
(1931, S. 67) richtig betont imd ich schon friiher (1912b, S. 345) 
ausgefiihrt babe. Bei trager Bewegung findet keine Richtungsein- 
stellung statt, da es sich um eine zeitliche Unterschiedsempfindlich- 
keit handelt. Das pafit also theoretisch gut zusammen. Diese 
Schwimmgeschwindigkeit im weiteren Sinne ist ihrerseits eine 
Funktion zweier Grofien, namlich der Gestrecktheit der Bahn, welche 
eine der Geraden mehr oder weniger genaherte Schraubenlinie 
darstellt, und der Scbnelligkeit im engeren Sinne, mit der die 
Geifieln den Kbrper durchs Wasser treiben. Abhangig ist die Ge- 
schwindigkeit von der Helligkeit, dem Zustand der Zellen und der 
Beschaffenheit des Mediums. Durch Ubertragung der Zellen in 
eine andere Fliissigkeit, wobei osmotische und H‘-Konzentration 
mafigebend zu sein pflegen, lassen sich oft trage schwimmende Zellen 
aus alteren Kulturen fast augenblicklich in lebhaft bewegliche und 
dann, falls ein Stigma vorhanden, gut phototaktische verwandeln. 

Bevor man einen Flagellaten also als nicht phototaktisch be- 
zeichnet, mu6 man ihn unter verschiedenen Lebensbedingungen 
beobachtet haben. Ich hatte Gelegenheit die Phototaxis der folgen- 
den leukophytischen Arten festzustellen ; Anthophysa Steinii, Oiko- 
monas ocellata, Moms vivipara,, Polyioma, ccmdaium, Polytoma gloho- 
sum, Polytoma ocellatum, Astasia linealis, Astasia quartana, Hyalo- 
phaem ocellata (Pringsheim 1936, S. 67 if) . Von einigen anderen 
der obigen Liste (S. 8) war die Phototaxis schon bekannt, soweit es 
sich um stigmenfuhrende Arten handelt, wahrend alle ohne Augen- 
fleck nichts derartiges zeigten. In dieser ITbereinstimmung sehe ich 
den zweiten Beweis der Funktion des Stigmas. Es ware doch ein 
zu merkwurdiger Zufall, wenn von etwa 12 Art-Paaren immer die 
mit Augenfleck phototropisch ware, die ohne ihn nicht, falls dies 
wirklich nichts mit der P’unktion des Stigmas zu tun hatte. 

Noch sicherer ware natiirlich der Beweis, wenn man Zellen, 
die kein Stigma haben, mit einem solchen versehen kbnnte und 
umgekehrt. Das Gelingen derar tiger Versuche mit Hilfe des Kreu- 
zungsexperimentes beschreibt MoEWUs (1936, S. 388 if) fiir die 
Gattung Polytoma. Wie wichtig ein solches Material fiir die 
Probleme der Phototaxis ware, leuchtet ein. Leider wiesen die 
Stamme von Moewus wohl Stigmata, aber keine Phototaxis (?) auf 
(a.a.O., S. 394). 

Auffallender Weise scheinen alle saprophytischen Flagellaten 
negativ phototaktisch zu sein, wie das schon Doplein (1916, S. 44) 
bei seiner Polytomella fand, wahrend Buder iiber die Eichtung der 
Phototaxis bei stigmatisierten Polytomen nichts aussagt. Auch die 
zu Saprophytismus neigenden chlorophyllfiihrenden Arten scheinen 
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meist negativ phototaktisch zu sein. Die ausgesprochen autotrophen 
dagegen sind bei hohen Lichtintensitaten negativ, bei geringeren 
positiv. Es gelang bei einigen, hinter einem Nordfenster bei 
schwachem Licht sich am Schattenrande sammelnden saprotrophen 
Arten nicht, sie durch noch geringere Helligkeit positiv zu machen. 
Bei Abschwachung der Beleuchtung wird die Ansammlung immer 
unsicherer und geht in ungerichtete Bewegung uber. 

Die bkologische Bedeutung der Lichtreizbarkeit ist bei den 
chlorophyllfreien Flagellaten recht unklar. Eine Beziehung zu der 
Form der heterotrophen Ernahrung hat das Vorhandensein des 
Stigma nicht, denn ein solches kann bei saprophytisch, parasitiscb 
und animalisch sich ernahrenden Arten vorkommen. Die Funk- 
tionsfahigkeit des Stigmas steht in alien untersuchten Fallen fest. 
Ob es Arten gibt, bei denen das Stigma in der Riickbildung begriifen 
ist, rniilSte erst noch untersucht werden. So weit man es beurteilen 
kann, ist bei den heterotrophen Flagellaten die Chemotaxis besser 
geeignet sie in geeignete Lebensverhaltnisse zu bringen als die 
Phototaxis. Aber auch die erstere ist bisher nur bei Polytomd 
genauer bekannt (Pringsheim und Mainx 1926) . Untersuchungen 
iiber die Lichtreizbarkeit apochlorotischer Flagellaten sind im Gange. 

IV. Zusammenfassung 

Das Stigma besteht aus einer plasmatischen Grundsubstanz, der 
carotinhaltige Oltropfchen eingelagert sind. Selten fehlen diese, 
sodaS das Stigma voriibergehend oder dauernd ungefarbt erscheint. 
Es ist nicht moglich dem Stigma eine fiir alle Flagellaten und Algen- 
schwarmer giltige morphologische Deutung zu geben; doch sind in 
manchen Fallen Beziehungen zum Plastiden-Apparat festgestellt 
worden. 

Fast alle chlorophyllhaltigen Flagellaten-Stadien besitzen ein 
Stigma. Bei ungefarbten ist es auf diejenigen Arten beschrankt, 
welche sich durch irgend -welche Merkmale als nahe Verwandte von 
gefarbten erkennen lassen. Unter diesen apochlorotischen Flagella- 
ten besitzt aber auch nur eine beschrankte Anzahl dieses Organ. Es 
wird eine Liste dieser Arten gegeben. Sie finden sich bei Chryso-, 
Phyto-, Eugleno- und Dinoflagellaten. Auch eine Liste der Parallel- 
formen mit und ohne Stigma, die als getrennte Arten angesehen 
werden miissen, wird gegeben. 

Die Bedeutung des Stigmas ftir die Phototaxis wird erortert, 
und es werden Griinde dafiir zusammengestellt, dafi es selbst das 
reizperzipierende Organ ist. 1. Grund: Das Maximum der Licht- 
reizbarkeit liegt bei der gleiden Wellenlange wie das Absorptions- 
maximum des Stigmenfarbstoffes. 2. Grund ; Die Arten mit Stigma 
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Sind phototaktisch; ahnliche Arten ohne Stigma aber nicM. Ob das 
Stigma bei apochlorotischen Flagellaten eine okologische Bedeutung 
hat, wissen wir nicht. 
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The Chromonemata Observed in the Fresh Pollen Mother-cells 
of TrUlium kamtschatictan Pall. Mounted with 
Saccharose Solution 

By 

Kyojiro Shimakura 

Hokkaido Imperial University, Sapporo 

(With one plate) 

Since the discovery by Prof. FUJII (1927) of the internal double- 
coiled spiral structure of chromosomes at certain meiotic stages of 
Tradescantia (reflexa?), the same structure has been demonstrated 
by ISHir (1931), Kuwada and his collaborators (KuwADA 1932; 
Kuwada and NakamUEA 1933, 1934; Shinke 1934, Kato 1935, Kato 
and IWATA 1935, Iwata 1935), Matsuuea (1934) and Daelington 
(1935) on several species of plants. The observation in all cases, 
however, has been confined to fixed and stained materials and the 
study for comparison on living material, if possible, as emphasized 
by Fujii himself, has been constantly needed. 

The pollen mother-cells of Tradescantia virginiana as well as T. 
reflexa can continue to divide under the microscope, when they are 
mounted in anthral slime mixed with isotonic saccharose or some 
other sugar solution.^ In this case the chromosomes are very dis- 
tinctly visible, but their minute internal structure can not be so 
clearly seen. 

On the other hand, with the pollen mother-cells of Trillium 
kamtschaticum, prepared in a similar way, it was found by the 
writer in February 1936, that there might be a possibility of tracing 
the internal structure of the chromosomes without extreme diflSculty. 
As the material was exhausted before exact determination of the 
tonicity of these cells and as it was not ascertained whether these 
cells could continue division when mounted in scanty anthral slime 
mixed with saccharose solution, the appearance of the chromosomes 
observed may not be taken as very strictly normal. But throughout 

1) The writer had thought until recently (Shimakura 1934, a, b; 1936) 
that these cells could divide also in pure isotonic sugar solution, i.e., in the 
complete absence of their natural medium, the anthral slime. Practically it is 
not easy at preparation to make a cell free from the slime (preserving the 
semipermeability of the plasma-membrane intact), but once isolated in almost 
pure saccharose solution the protoplast shrinks very much (pseudoplasmolysis — 
probably due to the abnormally high cH of the solution) and can hardly continue 
division; the point will be considered on another occasion. 
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repeated experiments the results were always definite and some of 
them seem to be worthy of note. 

The cells were prepared, at room temperature (18-25°C.), as 
follows. A medium sized drop of 7.0 or 6.0 g./lOO c.c. saccharose 
solution, both of which appeared to be not very much anisotonic,-^' 
was placed on a clean cover-slip. A freshly cut piece of a young 
anther, 2-3 mm. long, was put in the drop and cautiously moved to 
and fro so as to make the drop adequately wide and thin, the content 
of the anther at the same time being gently squeezed out into the 
solution. The cover-slip was then inverted and so arranged, in the 
ordinary way, as to make the roof of a miniature moist chamber 
which was filled beforehand up to about % (or y^, in the case of 
micro-dissection) of its depth with the same solution as used in 
mounting the cells. 

Thus prepared, the nuclei in some of the early prophase I cells 
are observed from the beginning very much swollen, while those in 
the other cells are not at all swollen and appear presumably normal. 
The cause of such abnormal swelling of some young prophase I nuclei 
is unknown at present. However, in the pollen mother-cells of 
Tradescantia virginianw as well as of T. reflexa a very similar swell- 
ing occurs in the nuclei of almost all the prophase I cells and this 
phenomenon is thought to be ascribable to the peculiar action of 
sugar solutions, easily penetrating the plasma-membrane on the one 
hand and enormously swelling the nucleus or chromosomes on the 
other. The Tradescantia- pollen mother-cells at metaphase I and later 
stages also very easily suffer penetration and ensuing swelling of 
their chromosomes or nuclei by the action of sugar solution when their 
plasma-membranes are least injured mechanically or osmotically at 
preparation (cf. Shimakura 1934, a, b; 1935, 1936). 

In the Trillium pollen mother-cells at late prophase I, metaphase 
I, and anaphase I (the cells at stages later than these of meiosis have 
not been observed) mounted with saccharose solution of the above 
described concentration, on the contrary, such enormous swelling 
of the chromosomes as in the Tradescantia pollen mother-cells seems 
not to occur at all and the chromosomes are distinctly visible in all 
the cells in the field of view of the microscope (Figs. 1 and 3-11, 
Plate 7). With a view to determining whether this distinction is 
related to the property of the plasma-membrane or to that of the 
chromosomes, several cells at metaphase I of Trillium were torn up 
in the hanging drop with the aid of microneedles, but in no case were 
the chromosomes observed to swell in the least (Fig. 2, Plate 7). 

1) Solutions of other concentrations, i.e., 16, 10 and 8g./100c.c. respec- 
tively, were also tested, but they all proved to be decidedly hypertonic. 
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Therefore, the distinction is probably related to the different reac- 
tions of the two kinds of, at least, metaphase I chromosomes brought 
in contact with saccharose solution, mixed with variable amounts of 
their respective anthral slime. 

In the cells at metaphase I of Trillium kamtschaticum the five 
gemini, u, b, c, d and o as denominated by Haga (1934), are clearly 
identifiable in polar view (Figs. 5 and 6) and their internal chromo- 
nema structure is also appreciable to some extent even with a medium 
power dry objective lens, such as ZEISS Apo 40, which exclusively was 
used in taking photomicrographs here. It may be readily perceived 
from Figs. 5 (cell B) , 6 and 7 that the geminus d involves four major 
spirals, forming two pairs. In each pair the sister major spirals 
appear as if they were half inserted sideways into each other (though 
the actual movement must be reversed) and such is also the case of 
all the four remaining gemini, as may possibly be discerned by closer 
examination of chromosomes a and b, at least, in the above mentioned 
figures. At later metaphase I (Figs. 3 and 4) the sister major spirals 
disengage from each other, except around the insertion region, to 
complete the external appearance of a tetrad for each geminus. 

At anaphase I the two components of a dyad appear usually 
more or less divergent from each other, except at the insertion region, 
and the major spiral involved in each monad is somewhat drawn out 
at the proximal portion, while the diameter of its coils appreciably 
increases at the more distal portion (Fig. 8, di , d^). At the end of 
this stage (Figs. 9-11) the major spirals are observed to be generally 
of larger diameter than at the preceding metaphase (Figs. 3-7), 
probably as a sign of the beginning of uncoiling. Here each major 
spiral reveals its double-stranded nature (indicated by long arrows), 
i.e., that it consists of twin chromonemata which are to be separated 
from each other at the first mitosis in the pollen grain. The minor 
spiral, in all probability, in each of the twin chromonemata. which 
form together a major spiral, is also detectable by appropriate focus- 
ing (Figs. 10 and 11, indicated by long thick arrows) . As the chro- 
monemata are more refractive than the matrix substance of the 
chromosomes and the cytoplasm, they appear more or less glittering 
when brought slightly below (assuming that the microscope tube 
takes the upright position) out of focus of the observation lens 
system (“higher defocusing,” so to speak) and darker when they 
are brought slightly above (or, correctly, inside) the best focus 
(observation by “lower defocusing” — so called, because in this case 
the microscope tube is slightly lowered with the fine adjustment) . 
Such defocusing brings about more contrast in the image at the cost, 
inevitably, of the sharpest definition. Thus in the lower centre of 
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Fig. 10 one may see the double-coiled twin chromonemata with almost 
minimum contrast, as indicated by a long thick arrow i, but their 
minor spiral becomes less distinct by slightly higher defocusing as 
in Fig. 11 (arrow i), and hardly appreciable by considerable lower 
defocusing as in Fig. 9 (arrow i). In the upper right chromosome 
adjacent to the former in Fig. 9, one may see by slight higher defocus- 
ing an indication of twin chromonemata (arrow ii), which becomes 
obscure by further higher defocusing as in Fig. 10, but in turn there 
appears an indication probably of double coiling (arrow ii). With 
these facts in mind, various other parts of interest, indicated by long 
slender (twin chromonemata), short thick (minor coiling), or long 
thick (twin minor spirals) arrows in Figs. 8-11 will become probably 
more intelligible. 

Now a question arises how far back this same structure, i.e., 
double-coiled twin chromonemata in a “monad” (as it appeared), 
can be traced in the earlier stages of meiosis. There are some indica- 
tions of the existence of such a complicated structure already in the 
chromosomes at metaphase I, as shown by the above mentioned three 
kinds of arrows in Figs. 2 and 4-7. As concerns the images under 
consideration, the writer’s interpretation may possibly be justified. 

As to the chromosomes of prophase I, however, data are quite 
insufficient for any decisive statement here. In the chromosomes at 
late prophase I, images simulating the structure in question are some- 
times observed (Fig. 1, indicated by arrows). But it is not clear to 
the writer whether they exactly correspond to the double-coiled twin 
chromonemata observable at the end of anaphase ! or merely to the 
sister major spirals - (each with minor coiling in itself, but no yet 
manifest split into twin chromonemata^>)> which are to deviate step 
by step from each other at metaphase I and anaphase I in the manner 
described above (p. 258) . 

The major coil numbers, roughly countable in some of the meta- 
phase I chromonemata in Figs. 5 (cell B) , 6 and 7 of the present 
paper, are decidedly smaller than (or about half as large as) those 
given by Matsuuea (1934, 1935) for the normal type of the same 
.material as that used in the present work. Upon what does this 
inconformity depend? 

The discussion of the questions as above and some other im- 
portant problems concerning the internal structure of the chromo- 

1) According to Kuwada’s (1935) view, however, each geminus in the 
prophase I nucleus of the pollen mother-cell of Trillium smallii Maxim, involves 
in itself eight chromonemata before the occurrence of double coiling. If this holds 
true also for the case of T. karntschaticum, there is a possibility of the appearance 
of the split under consideration. 
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somes in meiosis is left for some future time, when, it is hoped, 
sufficient data may be at the writer’s disposal. 


Summary 

1) Fresh pollen mother-cells at prophase I — anaphase I of 
Trillium kamtschaticum were observed in anthral’ slime mixed with 
an ample amount of 6.0 or 7.0 g./lOO c.c. saccharose solution. 

2) Cell division was inhibited after preparation, but the chro- 
mosomes were always distinctly visible, except in the earlier prophase 
I cells. 

3) The internal structure of the chromosomes was examined 
in fresh state and the presence of double coiling in chromonemata at 
late prophase I — late anaphase I was demonstrated. 

4) Indications for the existence of double-coiled twin chromo- 
nemata in a “single major spiral” or a “monad” at metaphase I and 
anaphase I were presented in some detail. 

The writer wishes here to express his sincere gratitude to Prof. 
T. INUKAI, Prof. T. Sakamura, and Prof. H. Matsuura for their 
encouragement and criticisms during the course of the present work. 
Acknowledgement is also due to the Foundation for the Promotion 
of Scientific and Industrial Research of Japan, with the aid of whose 
financial support the present investigation has been carried out. 
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Explanation of plate 7 

Ail the figures are photomicrographs of the pollen mother-cells of Trillium 

kamtschaticum taken by a combination of Zeiss apochromatic objective 40 (N. A. 

0.95), Leitz periplanatic ocular 20x , and Leitz Mifilmca 1/3 x at 170 mm. tube length. 

They were enlarged to xl200 at reproduction. 

Fig. 1. A late prophase I pollen mother-cell mounted in a hanging drop with and 
over 6.0 g./lOO c.c. saccharose solution, taken 27^ after preparation. Further 
explanation in the text. 

Fig. 2. Three gemini, cytoplasm (cp), and cell-wall (cw, a small part) from a rup- 
tured metaphase I cell, taken 75^ after preparation (in a hanging drop with 
and over 6.0 g./lOO c.c. saccharose solution), and 3.4'" after, the rupture. Note 
that the chromosomes are considerably flattened (because the rupture was 
made at the thinnest margin of the hanging drop), but not at all swollen. 

Fig. 3. A late metaphase I cell mounted with and over 7.0 g./lOOc.c. saccharose 
solution, in side view ; taken 65^ after preparation. 

Fig. 4. The same cell as above (middle part), at an elevated focus ; taken 62^ after 
preparation. 

Fig. 5. Two metaphase I cells A and B in polar view, mounted with and over 7.0 g./ 
100 c.c. saccharose solution, taken 42' after preparation. 

Fig. 6. The cell B in the preceding figure, at an elevated focus; taken 44' after 
preparation. 

Fig. 7. The same cell as above, at a more elevated focus ; taken 45' after preparation. 

Fig. 8. A part of an anaphase I cell in side view, mounted with and oyer 7.0 g./lOO c.c. 
saccharose solution ; taken 12' after preparation. ' 

Fig. 9. Later anaphase I cells mounted with and over 6.0 g./lOO c.c. saccharose 
solution, in oblique polar view ; taken 18' after preparation. 

Fig. 10. The same cells as in the preceding figure, at an elevated focus; taken 12' 
after preparation. 

Fig. 11. The same cells as above and a neighbouring one, at a slightly more elevated 
focus ; taken 19' after preparation. 
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Cytological Studies on Certain Progenies of the Hybrid 
Triticam TimopkeevixTriticum persicam 

Dontcho Kostoff 

Now at the Academy of Sciences of USSR, Institute of Genetics, Moscow 

Kihara’s pioneer work upon the genom analysis in wheat hybrids 
and allied genera (chiefly Aegilope and partly Secale) threw light 
on the relationship amongst the species of the investigated genera. 
•He showed first that the tetraploid species Triticum Timopheevi 
behaves cytologically unlikely the other tetraploid species in Triticum. 

Hybrids between Tr. Timopheevi (n = 14) and Tr. persicum 
(n— 14) were produced and studied cytologically by Kihara (1934) , 
Kihara and Lilienfeld (1934) and by Kostoff (1935 a, 1936 a, b, 
c, d). The former authors showed that in these hybrids the 
chromosomes of a whole genom (7) of Tr. Timopheevi form chiasmata 
with those of genom A of Tr. persicum, while only a variable part 
of the chromosomes of the other genom of Tr. Timopheevi form 
' chiasmata with the chromosomes of the second genom (B) of Tr. 
persicum. 

Our cytological investigations (Kostoff 1935a, .1936b) confirmed 
those of Kihara and Lilienfeld. We found that in the PMC (pollen 
mother cells) of the Fi hybrids Tr. Timopheevi x Tr. persicum lO, 
11, and 12 bivalent chromosomes were most frequently formed, but 
, in some cases even 9, 13, and 14 bivalents were observed. Occasion- 
ally trivalents were seen too. Kihara and Lilienfeld found that 
„Es kommen 9-14 Bindungen vor, am haufigsten 12“. 

The hybrids Tr. Timopheevi X Tr. mondcoccum (n = 7) formed 
usually 7 bivalent (genom A) and 7 univalent chromosomes. These 
data showed that Tr. Timopheevi has one genom (7 chromosomes) 
homologous with genom A of Tr. monoeoccum and of Tr. persicum 
while the other genom of Tr. Timopheevi is only partially homologous 
with genom B of Tr. persicum, or generally speaking, of the other 
species in the genus Triticum. This generalisation is made on the 
basis of extensive cytological studies of numerous tetraploid as well 
as pentaploid hybrids between Tr. Timopheevi and the other Triticum 
species (v. Kostoff 1936b). 

Kihara and Lilienfeld (1934) called the second genom of Tr. 
Trimopheevi—genoxa G, emphasizing its individucdity, while we called 
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it — genom §, emphasizing the fact that it is partially homologous 
with genom B. 

The chromosomes of the genom A formed usually one or two 
ehiasmata in the Fi triploid hybrids between Tr. Timopkeevi and the 
other diploid species. In the tetraploid hybrids Tr. Timopheevi X 
Tr. durum (n = 14) and Tr. Timopheevi x Tr. persicum, most fre- 
quently 2, 3, and 4 bivalents with two ehiasmata were ©■bserved during 
the first metaphase in the PMC, while the other bivalent chromosomes 
formed usually one terminal or subterminal chiasma. (Three chias- 
mata in one bivalent were found only in exceptional cases). 

Fi hybrids Tr. Timopheevi x Tr. persicum had irregular meiosis. 
Univalent chromosomes, laggards, and formation, sometimes, of 
chromatid bridges during the first division lead to irregularities 
in the second meiotic division. Formation of fragments were also 
seen during the first anaphase. Second metaphases with 14 and 15 
chromosomes were counted. Four to six microspores were most fre- 
quently formed. The plants had about 10-18% normal pollen. They 
were highly sterile. None, one, or two grains per spike were set. 
Only one plant set more than two grains per spike. From the grains 
obtained by selfing Fi {Tr. Timopheevi x Tr. pers^cwm) -hybrids 
and by crossing these hybrids to various other species, plants were 
raised in 1936. The chromosome number of some of them was deter- 
mined. The data are presented in table 1. 

Table 1 


Species hybrids 


Chromosome number 


Fo (TV. Timopheevi X Tr» persicum) selfed 28 

,, (another plant) 28—30 

„ „ ....28-29 


28+1 short 
30+1 short 


ca. 28 

28+2—3 short 


{Tr. Timopheevi xTi\ per siGum)xTr. monococcum 21 

(Tr. Timopheevi xTr. persicum) xTr. durum 28 


28 

28+1 short 

29 

30 
62 


, iTr. Timopheevi X Tr. persicum) X Tr. polonicum 29 

(Tr. Timopheevi xTr. persicum) x Tr. dicoccum I 28 


Remark. A series of other triple crosses were produced from the crossing Tr. Timopheevix Tr. persicum 
to a third species, as for example (Tr. Timopheevix Tr. persicum) x Tr. Macka, {Tr. Timopheevix Tr. persicum) 
X Tr.vul(iare, etc. as well as many more from the above given combinations were grown but the somatic 
Ghromosomenumber of the other plants is not yet exactly determined. 
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Some cytological observations on the progeny of 
Tr. Timopheevix Tr. persicum hybrids 

The data given in table 1 show that the most viable gametes 
formed by the hybrids have had 14 or 14 + 1 chromosomes (Some 
of them had one or more unusually small chromosomes that remind 
of fragments)-. 

The plant with 41 somatic chromosomes (fig. 2) had a very 
peculiar new character that never has been observed in the genus 



Fig. 1. Somatic plate from a F 2 {Triticum TimopheevixTr. persicum) plant (N) with 
28 chromosomes and a small one (like fragment). Fig. 2. Somatic plate from a F 2 
■ {Tr. TimopheevixTr. persicum) plant (Q) with 41 chromosomes. 


THticum. The basis of the spikes was covered with very long^ (ca. 
2 mm.), soft trichomes, much longer than the ^‘pubescence” at the 
same place in Secale species. It extented ca. 18 mm. The hybrid 
with 41 somatic chromosomes, which will be called here plant Q, had, 
however, much longer and very dense and soft trichomes, than Secale 
species. I never have seen such a character in wheat and in the 
allied genera. “Pubescence” below the spike in Secale has been 
transferred recently at the back-ground of wheat, but it appears 
just as in Secale. Plant Q has also very thick and coarse leaves 
like any polyploid plant. It has originated most probably from a 
gamete having 27 chromosomes and another having 14 chromosomes, 
or a gamete having 28 chromosomes (non-r educed) and another 
having 13 chromosomes. The former alternative, however, seems to 
be more probable, because a 13 chromosome gamete seems to be less 
viable than a gamete having 27 chromosomes, as the studies in other 
species hybrids have shown. A gamete with 27 or 28 
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chromosomes have been formed following non-occurrence of one of 
the meiotic divisions. 

The plants having 28 or 29 somatic chromosomes and one or two 
fragments or small chromosomes have originated from fusion of 
gametes with 14 + 14 or 14-t- 15 chromosomes, some having in addi- 
tion one or two fragments or small chromosomes. But how the small 
chromosomes (or the fragments) have originated? We have men- 
tioned above that they were seen in a few instance during the meiosis 
in the Fi hybrids. Formation of fragments and shortened or elon- 
gated chromosomes was reported by various investigators (Darling- 
ton 1928, Avery 1930, Meurman 1928, Mtintzing 1934, Kostoff 
1935a, 1936b, Richardson 1936, etc.). Chromatid fragmentation 
was found in Trillium by Huskins and Smith (1935) and by Smith 
(1935) arising apparently through crossing-over in a heterozygous 
inverted segment. 

The mode of origin of fragments in the interspecific hybrids 
was interpreted by Mtintzing (1934) in studying Crepis interspecific 
hybrids and that of shorter and longer chromosomes by Kostotf 
(1935a) in studying triple wheat hybrids and wheat-rye hybrids. 
Both studies were carried out independently. A very extensive study 
on this subject was recently presented by Richardson (1936). She 
studied Lilium hybrids. It should be mentioned here, that it is 
generally accepted, that fragments without centromeres (spindle fiber 
attachment chromomere) get usually lost during the subsequent cell 
divisions, while newly formed short and long chromosomes (as shown 
in figs. 3 and 4) having a centromere get transmitted to the next 
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Fig. 3. Chromosome with unequal chromatids from the first early meiotic anaphase of 
plant Q. Fig. 4. Diagram showing how chromosomes with unequal chromatids (fig. 3) 
may arise, as a sequence of crossing-over between chromosomes of the component 
species with dislocated segments. It is given here only one way (of a number that are 
possible depending on the kind and place of dislocation and crossing-over) of formation 

of such chromosomes. 

generation. We studied the problem in such an aspect (Kostoff 
1936a, 1936a). Richardson (1936), on the other hand, studied the 
meiosis in Lilium hybrids very thoroughly and discussed a number 
of possibilities how fragments (acentric chromatids), chromatid- 
bridges (dicentric chromatids), and chromatids of various size 
■(monocentric) originate in postulating segmental dislocations in the 
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pairing chromosomes and crossing-over on the basis of study of 
chiasma formation. She considered in her excellent paper: 1) in- 
versions, 2) translocations, and 3) duplications, and the main 
sequences that occur following cross-overs, therefore, referring to 
her paper here, we shall not go into details in this matter. The 
formation, however, of shorter and longer chromatids, and further 
such chromosomes, a phenomenon observed in studying the meiosis 
in plant. Q (with the 41 somatic chromosomes), should be briefly 
considered here. 

When the homologous segments of the partially homologous 
chromosomes or of dislocated segment (or segments) in a chromo- 
some do pair and crossing-over occurs in the pairing regions, the 
chromatids involved in the crossing-over may give rise to acentric, 
unequal monocentric and dicentric chromatids. In fig. 4 we give a 
simple diagram which shows how unequal monocentric chromatids 
may be formed following crossing-over in a chromosome pair (one 
of the partners having dislocated segments). This is not, however, 
the only way of formation of such new shorter and longer chromatids, 
that give rise further to strikingly shorter and longer chromosomes, 
observed in the subsequent generations in species hybrids (v. also 
Kostoff 1935a) . In the case illustrated in flg. 4 a normal chromo- 
some separation can occur and the cross-over chromatids give rise 
to one shorter monocentric and to one longer monocentric chromatid. 
The non-cross-over chromatids remain unchanged. The length of 
the newly produced chromosomes following such a chromosome con- 
jugation depends exclusively on the point where crossing-over takes 
place, as well as on the type and position of the translocated segment, 
or homologous segment. 

We may apply the same diagram to explain the origin of plants 
with definitely stated small chromosomes not only in Tr. Timopheevi 
X Tr. persicMm progeny, but also in the species hybrids {Tr. dicoccum 
X Tr. monoeoccum) x Tr. vulgar e and their progenies, as well as in 
the progeny of wheat x rye hybrids {Tr. vvlgare x Secale cereale) 
X Tr. vulgare. 

■ Since the short chromosomes (shorter than any one of the ori- 
ginal parents) were found in the progenies and some of them are 
further transmitted into the next generations, each one of them 
should have a centromere, because, as the studies in other cases 
show, if they did not have a centromere, they should be lost into 
the cytoplasm during the cell division. 

A very interesting question that appears here in connection 
with the formation of short chromosomes is: How these short 
chromosomes behave during the meiosis? For carrying out such a 



1937 


Cytological studies on certain progenies of the hybrid etc. 


267 


type of studies I used two Fg plants Tr. Timopheevi x Tr. persicum, 
one having 30 chromosomes and one small one (plant M) and 
another having 28 chromosomes and a short one (plant N) . A 
triple cross plant (Tr. Timopheevi x Tr. persicum) x Tr. durum 
was also taken into consideration, which had 28 chromosomes and 
a short one too (plant P). We first verified whether these plants 
realy have short chromosomes in all cells of the root tips that could 
be examined and undoubtedly counted. This was very necessary, be- 
cause sometimes the microtome knife may cut off the ends of only 
one or two chromosomes and the fragments can get lost and cannot 
be found on the preceding or subsequent sections. On the other 
hand acentric chromosomes (fragments) might occur only in a few 
cells. Therefore we studied a large number of somatic plates in the 
root tips from each plant (M, N, and P) and only those plates were 
taken into consideration which had a very distinct layer of cyto- 
plasm above and below the ends of all somatic chromosomes of the 
plates. Plant M had roots with 30 as well as with 30 normal and 
one short chromosome. The other plants (N and P) had in all roots 
28 chromosomes and a short one. 

For studying the meiosis in these plants acetocarmine prepara- 
tions were made from each one of them. Plant M had in the first 
metaphase of the PMC in 20 cells 12 bivalents and 6 univalents, in 
three cells 12 bivalents, one trivalent and 3 univalents; in 12 cells 
13 bivalents and 4 univalents ; in one cell 13 bivalents, one trivalent 
and one univalent, and finally in one cell 14 bivalents and 2 univa- 
lents. The small chromosome was not found in the PMC. It 
probably has been eliminated during the embryonal development or 
later during the development of the plant. The plant has irregular 
meiosis. It formed about 15-207° normal pollen. This plant had 
characters from both parental species, but those of Tr. Timopheevi 
prevailed (pubescence on the leaves and on the stems, the shape of 
the spikes, and the shape of the glumes) .. The plant was highly 
sterile. 

Plant P had also only large chromosomes in the PMC during the 
first meiotic metaphase. It had in 18 cells 11 bivalents and 6 univa- 
lents, in 14 cells 12 bivalents and 4 univalents, in one cell 14 bivalents, 
and in one cell 11 bivalents, one trivalent and 3 univalents (?) . (In 
the latter case we were not quite sure whether we had really a 
trivalent chromosome group or a bivalent -I- univalent. In fact we 
found a bivalent and to the end of one of the component chromo- 
somes, another univalent was so directed that one gets the impression 
that it has been just separated from the bivalent group) . Plant P 
was somewhat dwr«m-like but a weak pubescence on the leaves, a 
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charactBr from Tt, TiTyiophBBvij was also prosoxit. Tho plant was 
highly sterile. It formed about 15% normal pollen. 

Plant N had in the PMCs during the first metaphase the small 
chromosome found in the somatic cells. It has occasionally paired 
with a visibly normal chromosome and formed a dissimilar pair. 
In 46 cells such a dissimilar bivalent was found, while in 45 cells 
the short chromosome appeared as univalent. If we include this 
short chromosome in our statistical counts, the meiosis of plant N 
can be characterised in the following way: 7 cells had 10 bivalents, 
one trivalent, and 6 univalents, 3 cells had 10 bivalents and 9 
univalents, 28 cells had 11 bivalents and 7 univalents, 3 cells had 
11 bivalents, one trivalent, and 4 univalents, 21 cells had 12 bivalents 
and 5 univalents, two cells had 12 bivalents, one trivalent and two 
univalents, 13 cells had 13 bivalents and 3 univalents, one cell had 
13 bivalents and one trivalent, and finally 9 cells had 14 bivalents 
and one univalent. In the last case the univalent chromosome was 
the shortest one. 5-6 pairs had usually two chiasmata during the 
first metaphase. One pair had only occasionally three chiasmata, 
while all the other bivalents had only one chiasma, terminal, or sub- 
terminal. The small chromosome in all PMC studied formed only 
one terminal chiasma with its dissimilar partner. A similar case 
was described by Huskins and Spier (1934) in studying some 
speltoids. Plant N was more Tr. Timopheevi-like] it was highly 
sterile, and had about 25% normal pollen. 


A Special interest attracted the meiosis (figs. 3, 5 and 6) of plant 
Q that had 41 somatic chromosomes. It represents an Fo (Tr. Timo- 



Figs. 5. and 6. - Two PMCs during the first meiosis of plant Q. 


pheevi x Tr. persicv/m) plant, as it was mentioned above. In study- 
ing the ratio between the univalent and the conjugating chromosomes 
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we found in 6 cells 14 bivalents, one trivalent and 10 univalents, in 
3 cells 14 bivalents, 2 trivalents, and 7 univalents, in one cell 13 
bivalents, 3 trivalents and 6 univalents, in three cells 15 bivalents, one 
trivalent, and 8 univalents, and in two cells 16 bivalents and 9 
univalents. Cells with quadrivalent chromosomes were also observed, 
but in these cells the ratio between the bivalents and the univalents 
was not possible to determine. We had very great difficulties in 
determining the number of the bivalents, trivalents and the univa- 
lents in this plant, because of the relatively great chromosome 
number. In some cases the preparations were distained by chlor- 
alhydrate solution in order to be able to distinguish and count the 
bivalent, trivalent, and the univalent chromosomes. 

During the first early anaphase chromosomes with unequal 
chromatids were found. In two cases we have seen them very dis- 
tinctly, while in one case they were not as distinct as in the other 
two, because of their position. We have drawn one of them (fig. 3) 
and tried to take a photomicrograph. Unfortunately, the latter was 
not successful. We showed, however, such a chromosome with un- 
equal chromatids to our coworker Dr. M. L. Belgovsky and to some 
others. The appearance of chromosomes with unequal chromatids 
during the first early anaphase in the PMC can be interpreted on 
the basis of our diagram given in fig. 4, as well as that given before 
(Kostoff 1935a), as a sequence of crossing-over between chromosomes 
with dislocated segments. It should be mentioned here that the 
same results can be obtained, i.e. the appearance of chromosomes 
with unequal chromatids during the early anaphase, following cross- 
ing-over between two chromosomes dissimilar in length when they 
pair. The chromosomes, however, with unequal chromatids which 
we observed in plant Q does not seem to be a result of crossing-over 
between dissimilar chromosomes, because we have not seen such a 
distinctly dissimilar pair during the first metaphase. We searched 
for distinctly dissimilar pairs in about one hundred PMC during the 
first metaphase but we were not able to find such one. 

In connection with the above reported observations we shall 
refer here again to the excellent paper by M. Margaret Richardson 
(1936) , in which she is giving a series of possible chromosome re- 
organization following crossing-over between chromosomes with dis- 
located segments. 

The above given observation indicates how chromosomes of 
various size may originate following interspecific hybridisation. 

Plant Q formed about 20-25% normal pollen, but nevertheless, 
it was sterile. Its morphological appearance was described above. 
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In studying the mode of coiling in each arm of the somatic 
chromosomes in the species hybrids (considering all chromosomes in 
the somatic plates) we noticed the following combinations in the 
directions of coiling (R-right, L-left, c-centromere) and absence 
of coiling (N-neutral) : NcN, NcR, NcL, RcR, LcL, and RcL. 
No statistical counts were made to determine exactly the 
frequency of the direction of coiling in one arm in respect to that in 
the other arm. We have the impression, however, that most of the 
short arms are neutral during the somatic metaphase, while the 
longer arms coil at random — ^to the left or to the right. We found 
in a few instances a reversion in the direction of coiling in the longer 
arm of a long chromosome. Such a change in direction of the 
chromatid coiling is given in fig. 2 (at the right side) . We also found 
occasionally a reversion in the direction of chromatid coiling in one 
arm in the long somatic chromosomes of Secale cereale, Secale 
ancestrale and Secale Vavilovi. The change of the direction of coiling 
in Secale somatic long chromosomes occurs most frequently at the 
secondary constriction (lie), namely NcRIIcL, or NcLIIcR, etc., but 
in a few instances we could not see a secondary constriction neverthe- 
less the direction of the chromatid coiling was reverted in the follow- 
ing way; NcLR, or NcRL. Similar reversions were drawn by 
Lewitsky (1931) in Secede cereale (his fig. 8) for one arm of the III 
and VI chromosomes (NcRL and NcLR) without calling special 
attention to the fact. Sax (1936), however, in studying the direction 
of coiling in the chromosome arms of Vicia Faba in the soma, wrote : 
“No case was observed where the direction of relational coiling was 
reversed in the long arm, but in the short arm the direction was 
reversed on either side of the secondary constriction in several 
chromosomes” (p. 329) . It is very desirable a more detail investiga- 
tion of this problem. It may throw some light on the dynamics of 
crossing-over. 

The pioneer work by Fujii (1926, 1931) , Kuwada and his 
students (1932-1935), Nebel (1932-1936), Kaufmann (1926 and 
later), Darlington (1935 a, b, c, d), Maeda (1928), Shinke (1930, 
1934), Sharp (1934) , Huskins and Smith (1935), Matsuura (1934, 
1935 a, b) Kato and Iwata (1935), Sax (1936), Sato and Sinoto 
(1935) and many others on the spiral structure of the chromosomes 
prepared a solid back-ground for further successful work in cyto- 
genetics and especially for elucidation of the problem of crossing- 
over. We shall record here some observations on the occurrence of 
spiral structure in the univalent chromosomes. Spiral structure of 
the chromosomes during the meiosis in many cereals was observed 
very clearly in acetocarmine preparations. Both bivalent as well as 
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univalent chromosomes have spiral structure in: the hybrids Tr. 
Timopheevi x Tr. persicum during the first metaphase in the PMCs. 
Univalent chromosomes in Nicotiana haploids have also spiral struc- 
ture during the diakinesis and metaphase. (It was visible in our 
preparations only during these two stages, but it does not mean that 
it is completely absent during other stages). The difference in the 
chromatid coiling in the univalent chromosomes in meiosis and that 
in the somatic chromosomes during the metaphase seems to be signi- 
ficant in respect to the number of spirals, the univalents having 
many more spirals than the somatic chromosomes during metaphase. 
One of the longest chromosomes in the haploid NieoUana Langs- 
dorffii (n = 9) had usually 1.5-2 half spirals in the somatic chromo- 
homes, while in the pollen mother cells it had about 6 half spirals. We 
cannot answer now the question whether merely the “precocity” of 
meiotic prophase in the sense of Darlington (1932) is responsible for 
a delay of the uncoiling in the meiotic chromosomes, or there are some 
other forces that have caused a greater torsion in the meiotic chromo- 
somes. Enormous contraction of the meiotic chromosomes during 
the metaphase suggests such a possibility. 

We shall attempt to consider the formation of spiral structure 
in the univalent chromosomes in connection with the Darlington’s 
neochiasmatype theory (1935). According to Darlington (1935c) 
“the fundamental properties of chromosomes” are the “lateral attrac- 
tion and longitudinal cohesion” (p. 90). “The coiling represents a 
state of tension in the chromosomes which can be only due to opposi- 
tion between the two forces maintaining the relative positions of the 
chromosomes: longitudinal cohesion and lateral attraction. The 
lateral attraction cannot be expected to cause relative rotation. It 
must be positionally specific and stable. But the longitudinal cohe- 
sion can do so since the chromosomes increase in length during the 
pachytene stage and therefore presumably uncoil their molecular 
spirals” (p. 94-95). He also assumed that the “longitudinal cohe- 
sion lapses when the chromosomes cross over; lateral attraction 
lapses when the chromosomes repel one another at diplotene” (p. 93) . 
All these is said, however, for the bivalent chromosomes, i.e. for the 
relational coiling, but not for the chromatid coiling. Since the univa- 
lent chromosomes have a spiral structure (chromatid coiling), it 
seems logical to assume that the chromatid coiling in the univalent 
chromosomes is not an ultimate sequence from the forces regulating 
the relational coiling, i.e. the longitudinal cohesion and the lateral 
attraction that act until the diplotene in the pairing chromosomes. 
Chromatid coiling in the bivalent chromosomes is probably due to 
the same causes that induce chromatid coiling in the univalents. (The 
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number of the chromatid coils in the univalents in one unit length 
of the chromosomes does not seem to differ significantly from those 
of the bivalent chromosomes) . Forces, assumed to explain the rela- 
tional coiling in the bivalents, can be postulated, of course, in a 
similar way for the chromatid coiling too; one acting axially, while 
the other holding the chromatids together. The latter force seems, to 
lapse in the partners of the bivalent chromosomes somewhat later than 
in the univalent ones, since the univalents, divide occasionally during 
the first meiotic metaphase (chromatid separation) , while the part- 
ners of the bivalents divide much later. But it is possible that some 
other additional causes may be involved at the different stages during 
the meiosis. Further investigations are necessary for the elucida- 
tion of the whole dynamics of the meiosis. 

The extensive work by Janssens (1924), Belling (1928, 1931, 
1933), Darlington (1932, 1935), Mather (1933 a, b, 1934, 1935), 
Creighton and McClintock (1931), Stern (1931), Huskins and his 
students (1934, 1935), Sax (1936), etc. have thrown light on the 
correlation between the genetic and cytological crossing-over. We 
can now speak with a great certainty that crossing-over should occur 
between the chromosome pairs forming chiasmata in the species 
hybrids, and on the basis of the cytological studies of meiosis in 
species hybrids a prognosis can be given whether characters of the 
one parental species can be transferred at the back-ground of the 
other one and vice versa. We shall mention here the works by Beadle 
(1932) and by Kostoff (1934) that contributed data on the same 
problem in studying species hybrids. ■ In the case here described 
{Tr. Timopheevi x Tr. persicmn) the chromosomes of Tr. Timo- 
pheevi genom A form chiasmata with the chromosomes of Tr. 
persicum genom A, while most frequently a part of the chromosomes 
of Tr. Timopheevi genom ji form usually chiasmata with the 
chromosomes of genom B of Tr. persicum. In the hybrid Tr. Timo- 
pheevi x Tr. persicum only in exceptional cases 14 bivalents were 
found, consequently the characters located in the chromosomes of A 
genom can be much readily recombined than those located in the 
chromosomes of genoms B and Triticum Timopheevi is a species 
immune to^ a series of fungous diseases (various rusts, mildew, etc.) 
and some flies. Its immunity can be much easily transferred to the 
other cultivated wheat species if the genes for immunity are located 
in the chromosomes of genom A than in those of genom 

The majority of the investigators studying the cytological basis 
of crossing-over assume a “breakage” of two non-sister chromatids 
in meiotic prophase and reunion of the chromatid ends of the one 
chromosome with those of . the other chromosome. We think that a 
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conception of chromatid “breakage” does not correspond to the 
biochemical nature and biophysical state of the chromatids. Colloids 
do not “break” in the generally accepted sense of the chromatid 
breakage; only solid bodies “break”. On the other hand, the 
chromatids are not solid and fragile. They have such a physical 
property in the dead cells. In this respect Belling’s (1933) theory 
of chromatid division and crossing-over following diagonal connec- 
tions between the chromomeres seems to be more plausible, but if this 
were the only mechanism that regulates crossing-over, we should 
have very often found in pure species with totally homologous 
chromosomes in length, besides the normal chromatids, also such with 
two centromeres and without centromeres, because no forces were 
postulated that may act in definite directions and cause definite 
chromomere junctions and disjunctions. This problem should be 
more thoroughly investigated and discussed from a biochemical and 
biophysical point of view. 

The appearance of chromosomes with unequal chromatids dur- 
ing the first early anaphase in plant Q as described above underlines 
once more the fact that we cannot speak of pre- or postreduction 
(reductional and equational division) of chromosome pairs during the 
meiosis, because the first division will be reductional only for some 
segments and equational for the others depending on the place of 
crossing-over. Hence the terms “heterotypic” and “homeotypic” 
(homoeotypic) do not express the real process. In connection with 
this discussion the works by Allen (1926) on Spkaerocarpus, Dodge 
(1931) on Neurospora, Goldschmidt and Katsuki (1931) and Gold- 
schmidt (1932) on gynandromorphs and mosaics in silkworm, 
Huskins and Spier (1934) on speltoids, etc. should be mentioned. 
The latter authors also observed chromosomes with unequal chroma- 
tids but originating following crossing-over between dissimilar (in 
length) chromosomes. 

Correlating our data reported above and those previously 
recorded (Kostoff 1935a, 1936b) on the formation of new types of 
chromosomes following crossing-over in structural and undefined 
hybrids with those reported by Huskins and Spier (1935) on speltoids 
and by Richardson (1936) on Lilium hybrids, the interpretation of 
the origin of a number of speltoids. appears very plausible when 
hybridisation and crossing-over between chromosomes with dislocated 
segments is postulated. 

The formation of new types of chromosomes in the species 
hybrids following crossing-over between chromosomes with dislocated 
segments should be very highly estimated from a phylogenetic point 
of view. The formation of organisms with new caryotypes represents 
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realisation of new variants when the constancy (relative, of course) 
is reached. In estimating such variants from a phylogenetic point of 
view we should consider not only the possibilities of gene recombina- 
tions following recombination of whole linkage groups and crossing- 
over and chromosome reorganization, but also the effect of the new 
position of the genes in the chromosomes (position effect) , as well as 
the new mutation rates for the various genes in the new chromosome 
system (Belgovsky 1934, Kostoff 1935b) . The possibility for forma- 
tion of new types is, one may say, “enormous”. A great number of 
the newly formed gametes, zygotes, and types would not be viable, but 
a great deal of them give rise to viable forms, which may compete 
with the old forms in the “struggle for existance”. 

Some cytologists often search in vain to identify the chromo- 
somes in some allopolyploid forms with the chromosomes of their 
possible diploid ancestors. In such a kind of work the possible 
reconstruction of the chromosomes following crossing-oyer between 
the chromosomes with dislocated segments in the species hybrids 
should be considered. An example can be given here with the 
hybrid Nicoticma glauca (n = 12) x N. Langsdorffii (n = 9) and its 
amphidiploid forms. The chromosomes of Nicotiancu Langsdorffii 
form usually chiasmata with 9 chromosomes of N. glauca in the Fi 
hybrids. In these hybrids dissimilar chromosomes appeared during 
the first metaphase (Kostoff 1935c). In the amphidiploid not only 
bivalents, but also quadrivalents are formed. (Univalents and 
trivalents also appeared) . As a result of allosyndesis in the Fi as 
well as in the amphidiploids, and of irregular meiosis, plants are 
produced in the subsequent generations of the amphidiploids that 
have different caryotypes. They vary very greatly and the majority 
of them are fertile (Kostoff 1935d) . This amphidiploid plant offers 
an excellent example on which we can see the mode of origin of great 
many varieties in a newly formed species. In the progeny of the 
amphidiploid N. glauca x N. Langsdorffii (shortly called N. Vavilovii) 
at least 10 distinct types can be easily found. 

Hence we may conclude that the discovery of the ancestor of 
the tetraploid and hexaploid wheats in studying merely the chromo- 
some morphology would not be a very successful attempt ; such kind of 
studies, however, can show the degree of chromosome differentiation 
during the phylogenetic development of e&ch Triticum species. 
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Bildung des Kapillitiums bei Faligo varians 

Von 

G. A. Lewitsky, Leningrad 

Die spateren entwicklungsstadien der Fruchtkorperanlage von 
Fuligo ergeben auf Praparaten ein aufierst kompliziertes und buntes 
Bild. Der auf Fig. 1 und der entsprechenden Photographie 1 (im 
Text), dargestellte Teil eines „reifen'' Plasmodiums ist typisch und 
erlautert ziemlich gut die zu diesem Zeitpunkt im Plasma vor sich 
gehenden Prozesse. Die Kerne befinden sich in den Prophasen der- 
jenigen Teilung, welche dem Zerf alien des Protoplasten in Sporen- 
anlagen unmittelbar vorausgeht (cnf. Harper 1900). Sie zeichnen 
sich durch kleine Kernkorperchen und gekornelte, sich zu einem 
Spirem anordnende, Chromosomen aus. 

Das Plasma ist aufierst verschiedenartig gestaltet: es besteht 
aus dichteren, dunkleren, an Chondriosomen reicheren Feldern und 

von zwischenliegenden 
helleren an Chondrio- 
somen armeren meistens 
deutlich abgegrenzten 
Streifen. 

Die Chondriosomen 
sind zahlreicher und 
kleiner als im vorher- 
gehenden Stadium, das 
auf Abb. 1 meiner 
fruheren Arbeit (Lewits- 
ky 1924) dargestellt ist, 
und weisen keine Tei- 
lungsfiguren mehr. Das 
Plasma ist durchfurcht 
von Vakuolen, die haufig 
ausgezogen und durch Anastomosen miteinander verbunden sind, so 
daft sie stellenweise ein verwickeltes Labyrinth bilden. Innerhalb 
solcher Vakuolen — ein weites Lumen freilassend— sind schleimige 
Massen von unregelma6igen Umrissen enthalten, welche langs den 
Anastomosen der Vakuolen durch gleichfalls schleimige Strange ver- 
bunden sind; diese, wie jene, sind mit zahlreichen, ziemlich grolSen, 
bald schwarzen bald in verschiedenen Graden entfarbten, haufig ring- 
f ormigen Kornern gewissermafien umlagert. 

In einigen von den grofieren solcher, innerhalb der Vakuolen 



Abb. 1. Photographie entsprechend Taf. 8, Fig. 1. 
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befindlichen Schleimkorper konnen, sich intensiver mit Haematoxylin 
farbende, Massen von degeneriertem Plasma— mit Chondriosomenres- 
ten und eingeschrumpften Kernen beobachtet werden, wie dies auf 
Fig. 1 dargestellt ist. 

Die Figuren 2, 3 und 4 in Taf. 8 stellen verschiedene Ver- 
anderungsstadien jener Plasmaportionen dar, welche sich abgesondert 
haben, indem sie sich mit einer Vakuole umgaben. 

Fig. 2 ist nach demselben Praparat gemacht wie Fig. 1 und 
zeigt, daB von Anfang an solche sich abgesondert habende Massen 
ihre Farbung hartnackiger beibehalten als das die Vakuole umgebende 
Plasma; ihre Kerne sind kleiner und ebenfalls dunkel. 

Fig. 3 ist nach einem sehr stark diiferenzierten Praparat 
gemacht. Abgebildet sind nur die Umrisse der Vakuole und deren 
Inhalt, welcher aus Plasma von normalem Aussehen mit Chondrio- 
somen und Kern, besteht. Das Plasma ist aber mit einer schleimigen 
Hiille umgeben, die mit schwach gefarbten Kdrnern besetzt ist. 

Fig. 4 bildet einen tlbergang z;u Fig. 1 und stellt schon deutlich 
degeneriertes Plasma dar, welches mit einer umfangreichen schleimi- 
gen Hiille umgeben ist; der Kern, obgleich ebenfalls verandert und 
eingeschrumpft, behalt aber seine charakteristischen Merkmale bei, 

Verschiedene Stadien der Absonderung yon langlichen Plasma- 
streifen, wobei sich endgiiltig Vakuolen um dieselben bilden, lassen 
sich auch auf Fig. 1 (unten) ganz deutlich beobachten; diese aus- 
geschiedenen Plasmaportionen enthalten hier keine Kerne und sind 
offenbar bestimmt die schleimigen Strange, welche die oben beschrie- 
benen grofieren kern- und plasmahaltigen Massen miteihander ver- 
binden, zu bilden. Die in diesen Plasmastreifen enthaltenen groBeren 
Korner, welche sich schwacher als die Chondriosomen farben, 
stammen offenbar von Chondriosomen ab, mit denen sie durch Uber- 
gange verbunden sind. Das Ausscheiden von ahnlichen Kdrnern aus 
dem Plasma erfolgt in demselben Stadium auch an der Peripherie 
des Plasmas, langs den Wanden der einzelnen Sporangien. 

Es lafit sich schwerlich bestreiten, da 6 die obigen Beschrei- 
bungen uns ein Bild des anfanglichen Entwicklungsstadiums des fiir 
Fuligo typischen Kapillitiums vorfuhren, das aus anastomosierenden 
und mit Verdickungen versehenen Faden besteht, wie aus' Fig. 6 
ersichtlich, die nach einem mit Spiritus ’fixiertem Stuck desselben 
Athaliums, doch in einem spateren Stadium, gemacht worden ist. 
So i'st die Bildung des Kapillitiums von Fuligo eine von den Erschei- 
nungen in denen sich die fur dieses Stadium charakteristische, ver- 
starkte ausscheidende Tatigkeit des Plasmas im reifenden Athalium 
offenbart, ein Vorgang, dessen Enwirkung auch ganze Massen von 
Plasrha selbst ergreift. - - 
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Die soeben beschriebene Bildung des Kapillitiums bei Fuligo 
zeigt, dafi das schon langst und allgemein angenommene Entstehen 
des Kapillitiums der ScUeimpilzen als eines Produktes der Ausschei- 
dung Oder Umwandlung der plasmatischen Vakuolenhaut — ein haupt- 
sachlich auf den Untersuchimgen Strasburgers (1884) an TricUa 
begriindetes Schema— keine allgemeine Bedeutung hat.’> Einige 
weitere Daten in Bezug auf diese Frage habe ich bei der Untersuchung 
von mit Alkohol behandeltem Material aus demselben Athalium, 
doch schon im Stadium junger Sporen und mit vollstandig ausgebil- 
deten Kapillitium (Fig. 5) erhalten. Eine von den Verdickungen 
des letzteren (die linke) ist unter starker VergrofSerung (den Fig. 
1-4 entsprechend) auf Fig. 6 dargestellt. Die Differenzierung des 
Praparats ist mit Absicht sehr schwach, da sonst der ganze Inhalt 
der Verdickung sich vollstandig entfarbt. Wie bekannt, sind bei 
Fuligo die Verdickungen des Kapillitiums, wie auch die Wande der 
einzelnen Sporangien und die aufisre Rinde des Athaliums, mit 
kleinen Kalkkornchen ausgefiillt. Diese Kornchen losen sich sehr 
leicht in dem bei Differenzierung angewandten Alaun auf. Deshalb 
ist nicht zu erwarten solche Kornchen auf unseren Praparaten an- 
zutreffen. Das Innere der Verdickungen ist jedoch nicht leer, son- 
dern, wenn auch nur ziemlich locker, mit zahlreichen Kdrperchen, 
meistens in Form von Blaschen, ausgefiillt. Neben den Blaschen 
kommen auch einzelne, sich ebenfalls schwach farbende solide Korner 
von geringerem Umfang vor, die offenbar mit den ersteren in 
genetischem Zusammenhang stehen, wie auch noch kleinere Korner, 
die sich intensiver farben. Im rechten Winkel ist die Hohlung der 
Verdickung mit einer lockeren wabigen Masse ausgefiillt, die wie es 
scheint gleichfalls aus eng zusammengedrangten Blaschen besteht. 

Es darf wohl angenommen werden, daB die oben beschriebenen 
Blaschen den Khlkkorperchen des Kapillitiums von Fuligo entspre- 
chen, die folglich in besonderen plasmatischen Granula entstehen 

1) ZoPF (1887) ist mit Strasbuegee einverstanden soweit es sich um die Ent- 
stehang der hohlen Pormen des Kapillitiums (Coelonemata) handelt, besteht aber, was 
die ausgefiillten (Stereonemata) anbetrifit, auf deren Entstehung aus Plasmastrdngen. 

Harper (1900) behauptet „ as a matter of fact", daB „both forms of capillitium 
may arise in vacuoles, as I have been able to determine in the cases of Stemonitis 
and Lycogala (p. 219).“ Bei dem Pehlen von einer genaueren Beschreibung, wie auch 
von Abbildungen, ist es nicht moglich sich von dem Harper zur Verfiigung stehenden 
tatsachlichen Material eine rechte Vorstellung zu machen. Letzterer Autor spricht 
mit keinem Wort Tiber das Kapillitium von Fuligo obgleich seine Arbeit sich gerade 
auf diesen Schleimpilz bezieht, und er die unserem Stadium unmittelbar naohfolgen- 
den Massenteilungen der Kerne und den Beginn der Sporenbildung studiert hat. Zu 
dieser Zeit sollen doch die Kapillitiumanlagen schon vorhanden sein. In einer 
spateren Arbeit (Hakper and Dodge 1914) sind die Angaben von Steasburgbr fur 
Trichia und Hemiarciria bestatigt, aber keine Daten Tiber Fuligo angegeben. 

Dasselbe gilt auch fiir die Arbeit von Kbanzlin (1907). 

Bins steht fest, daB die Frage hinsichtlieh der Bildung des Kapillitiums bei 
versehiedenen Gruppen von Schleimpilzen noch eine systematische Untersuchung 
erfordert. 
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und deshalb an der Peripherie sich mit der entsprechenden „plastiden- 
artigen^^ Hiille bekleiden, in welcher sie dem Anscheine nach ihr 
Wachstum vollenden. 

In einigen Verdickungen lassen sich umfangreiche, sich intensiv 
farbende Massen von fein-wabiger Struktur beobachten, die bald 
scharf abgesondert sind, bald allmahlich in den iibrigen, entfarbten, 
doch ebenfalls wabigen Inhalt der Verdickung ubergehen. tlberreste 
von Kernen habe ich in solchen Massen nicht finden konnen, doch 
kann kaum einem Zweifel unterliegen, daB wir es hier mit den letzten 
Degenerationsstadien derselben plasmatischen Einschliisse zu tun 
haben, wie sie auf den vorhergehenden Abbildungen dargestellt sind, 
umsomehr da genau solche blol5 umfangreichere und zahlreiche Kerne 
enthaltende Uberreste von Plasma in den zusammengefallenen 
Sporangien, welche die Rinde des Athaliums bilden, inmitten der 
dem obenbeschriebenen Inhalte der Verdickungen vollkommen ahn- 
lichen feinwabigen entfarbten Masse liegen. Manchmal besteht solch 
ein Plasma, wie in den Verdickungen des Kapillitiums, so auch in 
der Rinde des Atbaliums, durchweg aus hohlen (ringformigen) 
Kornchen. Die Frage ob alle diese Granula und Blaschen Derivate 
von Mitochondrien sind habe ich nicht mit Bestimmtheit entscheiden 
konnen, und der Zusammenhang zwischen den beiden Arten von 
Gebilden bleibt daher bloB eine mehr Oder weniger wahrscheinliche 
MutmaBung. 
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Erklarung der Tafel S 

Alle Figuren sind mit Hilfe des ABBEschen Zeichenapparates ansgefuhrt. Glim- 
mers. Apochr. V. Leitz 2 mm. Dicke der Schnitte 2,6 [j.. B'lxation (mit der Ausnabme 
von Fig. 5 n. 6) : 10% Formalin 3 Tage, dann Gemisch von 1% Chromsanre (15 Teile) 
u. 2% Osmiumsaure (4 Teile) 10 Tage. Fig. 5 und 6 -96% Alkohol. Farbung- Eisen- 
htoatoxylin. VergroBerung (mit der Ausnahme von Fig. 5) : 1500. 

Fig. 1. Plasmodium der Fruchtkdrperanlage unlangst vor der Sporenbildung. Ab- 
sonderung der Plasmsstreifen fur die Ausbiidung des Kapillitiums. Kapilli- 
tiumanlagen innerhalb der Vakuolen. 

Fig. 2. Abgesonderte Plasmamasse innerhalb der Vakuole. 

Fig. 3. Plasmamasse umgeben mit einer schleimigen Hulle innerhalb der Vakuole. 
Fig. 4. Degeneriertes Plasma umgeben mit einer schleimigen Hulle innerhalb der 
Vakuole. 

Fig. 6. Kapillitiumabschnitt zwischen den Sporen. Vergr. 200. 

Fig, 6. Eine von den Verdickungen des Kapillitiums von der Fig. 5 (linke) bei einer 
hoheren VergroBerung. 
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Cytologica! Studies in Some Dioecious Plants 

By 

Gofchi Nakajima 

Tochigi-ken Normal School, Utsunomiya 


Materials and Methods 

Materials used in this investigations are as follows: 


PopiihiB Sieboldii, Miq. 
Salix Bakko, Kimiira 
S. Cwprea, L. 

S. granclulom^ Seem. 

S, babyloniccij L. 

S. integra, Thumb. 

S. sachalinensis, Fr. Schm. 
Buchleya Joan, Makino 
Hiimiilus lujnthts, L. 

var. cordifolius, Maxim. 
Cocculns tfilolncs, DC. 


Clematis heracleaefolia, DC. 
Xanthoxyhtm piper itnm, DC. 
Trichosanthes japonica, Regel. 
r. Gucnmeroides, Maxim. 
Carex grallatoria, Maxim. 
Dioscorea gracilUma, Miq. 

D. Tokoro, Makino 
Smilax hederacea, L. 

var. ni^jponica, Maxim. 

S. Oldhami, Miq. 

S. China, L. 


Young anthers were taken from plants which were growing in 
wild and fixed with Carnoy’s fluid excepting Trichosanthes cncume- 
rcides for which Bonin’s solution was used. The root tips were 
obtained fi'om plants growing in pots with soil and fixed with 
Navashin’s solution. All fixed materials were imbedded in paraffin, 
cut 12-20 jii thick, and stained with Heidenhain’s iron-alum-haemato- 
xylin. 

All figures are drawn by the aid of Abbe’s large camera using 
Zeiss apochromatic objective 1.5 mm and Zeiss x 15 compensation 
ocular. Magnification is X 2270. 


Results 

Popidus Sieboldii, Miq.: According to Blackburn and Harrison 
(1922, 1924), and Meurman (1925) the reduced chromosome num- 
bers in male plants of P. tremida, P, trichocarpa, P. balsamifera, P. 
Simoni, and P. tremuloides are 19. In male plants of P. Sieboldii, 
Miq. I also observed 19 bivalent chrom.osomes at polar views in the 
metaphase of the first division (Fig. 1) and the same number of chro- 
mosomes were counted in the second metaphase. 
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The chromosomes varies in size and one of them is particularly 
large. In side views in 1st metaphase I observed one unequal chro- 
mosome pair consisting of two chromosomes of different size and 
one of them is about twice as large as the other as shown in Fig, 2. 

Salix: According to Blackburn and Harrison (1924), Harrison 
(1926) and Sinoto (1925, 1928, 1929), the reduced chromosome 
numbers in Genus Salix are usually 19, 38 and 57 showing a poly- 
ploidy, while the numbers 22 and 44 were also observed by Blackburn 
and Harrison in some species and ca. 24 by Sinoto (1929) in S. 
sachalinensis forma Hokkaido. These investigators found one un- 
equal pair of chromosomes in the male individuals in each of the 
above stated polyploid species as well as in S. sachalinensis f. 
Hokkaido. 

I have examined the following 6 species of Salix i.e., S. Bakko, 
S. Caprea, S. grandulosa, S. babylonica^ S. integra, and S. sachali- 
nensis. The bivalent chromosomes, one of which being especially 
large, showed variation in size in the male plants of each species 
except S. habylonica, in which I could not count the number of meiotic 
chromosomes. S. Bakko, S. Caprea, S. grandnlosa, S. integra, and S. 
sachalinensis have 19 gemini respectively. 

I could not detect unequal pairs of chromosomes in polar views 
of the hetero-typic metaphase in the male plants of these 6 species, 
but in side views of the same stage one unequal pair of chromosomes 
was clearly observed as shown in Figs. 4, 6, 7, 9, 11, and 13, 

Buckley a Joan, Makino: This plant is well known as a half 
parasitic shrub in Japan proper, In male plants the reduced number 
of chromosome was counted as 15 at metaphase in hetero- and homo- 
typic divisions (Fig. 14) . One unequal chromosome pair was observed 
in side views at heterotypic metaphase (Fig. 15). The two members 
of this pair differing in size disjoined in the heterotypic anaphase 
and passed to different poles, as shown in Fig. 16 a, b. 

Humulus hvpulus, L. var. cordifolius, Maxim. : The chromosome 
numbers of Humulus lupulus which was reported by Tournois (1914) , 
Winge (1914, 1929), and Sinoto (1929) were n = 10 and 2n = 20. 

In this variety I counted 20 chromosomes in root tip cells of the 
female plants (Fig. 17) and in the tapetum cells of male plants. . In 
the metaphase of hetero- and homotypic divisions in the male plants 
10 chromosomes were observed. The same number was reported for 
H. lupulus by the above stated 3 authors. 

I could always observed at polar views of the heterotypic meta- 
phase of the male plants of this variety that 8 gemini were located 
separated from each other, while 2 were connected longitudinally 
with each other at their ends. This is shown in Fig. 18. In the 
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homotypic metaphase also, 8 chromosomes out of 10 are separated and 
the remaining 2 were connected to each other at their ends. 



Figs. 1-2. Populus Sieboldii. 1, Polar views of heterotypic metaphase, showing 
19 gemini. 2, Side view of the same stage; tmeq-aal pair of chromosomes in black. 
Figs. 3-4. Salix Bakko, 3, Polar view of heterotypic metaphase, showing 19 gemini, 
4, Side view of the same stage;; unequal pair of chromosomes in black* Figs. 5-6. 
SJ glandulosa. 5, Polar view of heterotypic metaphase, showing 19 gemini. 6, Side 
view of the same stage; unequal pair of chromosomes in black. Fig. 7. S. hahy- 
lonica. Side view of heterotypic metaphase; unequal pair in black. Figs. 8-9. 
iS. Ca2)rea. 8, Polar view of heterotypic metaphase, showing 19 gemini. 9, Side 
view of the same stage ; unequal pair of chromosomes in black. Figs. 10-11. S. 
saGhalinensis. 10, Polar view of heterotypic metaphase, showing 19 gemini. 11. 

Side view of the same stage; unequal pair of chromosomes in black. 
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I observed in the heterotypic metaphase of the male plants of this 
variety 8 gemini and one chromosome group consisting of 4 univalent 
chromosomes connected end to end. The same was reported in i?. 
lupulus by Sinoto. In my material the 4 univalent chromosomes vary 
in their size and in side views of the heterotypic metaphase the group 
of 4 univalent chromosomes appears as a chain of N shape forming a 
tetrapartite chromosomes. A typical one is shown in Figs. 19, 21. 
The two middle members of the tetrapartite are larger than the 
end ones, and one of the end members is larger than the other. The 
large end ones are connected with a middle member more loosely 
than the other three. The same chromosome configuration was 
reported by Sinoto in H. htpidus. The 4 univalent chromosomes of 
the tetrapartite are named by Sinoto in H, lupulus as XiYiXaYo in an 
order of their connection beginning with the large end chromosome 
to the smaller end one. 

In my material in heterotypic anaphase Xi and X 2 are separated 
from Yi and Yo and go to one pole together with the other 8 auto- 
somes as the same in the cases of H. lupulus reported by Sinoto. The 
X 1 X 2 and YiYfi chromosomes of the homotypic metaphase could be 
distinguished in their polar views from the autosomes (Fig. 20). In 
the heterotypic anaphase the tetrapartite chromosome occasionally 
goes toward a pole. The same behaviour of the tetrapartite was re- 
ported in iJ. lupulus by Sinoto. In such cases one of the daughter 
nuclei must contain all the chromosomes of the tetrapartite group. 
The cases in which the 4 elements are connected in the form of 


Xi 


YiX/X: 


Y2 



or Y]\ were also observed rarely. In such 

XX/Ya 

cases the allosomes may be separated in the heterotypic anaphase 
into two groups X 1 Y 2 and X 2 Y 1 or XiYi and X 2 Y 2 , and each of these 
groups may go to opposite poles together with the 8 autosomes 
(Fig. 22). 

Cocculus trilobuSy DC. : The reduced chromosome number of the 
male plants was found to be 25 at polar views in the heterotypic 
metaphase (Fig. 23). One unequal pair of chromosomes was 
observed in side views of the heterotypic metaphase. One of its two 
members is about twice as large as the other as shown in Fig. 24 in 
black. In some cells two or more laggards were observed. 

Clematis heracleae folia, DC.: The writer (1933) found that the 
somatic number is 16 in the male plants of this species. In the pre- 
sent study 8 was determined as the reduced number at heterotypic 
metaphase in P.M.C's of the male plants (Fig. 25). But I could not 
observe unequal pair of chromosomes. A tetrad was observed 
which is consisted of 4 cells of various sizes. 
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Figs. 12-13. S. integra. 12, Polar view of heterotypic iretaphase, showing 19 gemini. 
13, Side view of the same stage ; unequal pair of chromosomes in black. Figs. 14- 
16. Buckleya Joan. 14, Polar view of heterotypic metaphase, showing 16 gemini. 
15, Side view of the same stage ; unequal pair of chromosomes in black. 16 a, b, Two 
chromosome groups in heterotypic anaphase; the two members of the unequal pair 
in black. Fig. 17. Somatic plate of female individuals of Humulus lupulus var. cordi- 
folius. Figs. 18-22. Humulus lupulus var. cordifolius. 18, Polar view of hetero- 
typic metaphase, showing 2 connection of X and Y gemini. 19, Polar view of 
meta-anaphase, showing one teLrapartite chromosome and 8 gemini. 20, Polar view 
of homotypic metaphase ; dotted chromosomes are X and Y. 21, Side view of 
heterotypic meta- anaphase; tetrapartite chromosome in black. 22, Abnormal be- 
haviour of the tetrapartite chromosome in heterotypic division. 
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Xanthoxylum piperiUtm, DC.: Sinoto (1929) reported in the 
male plants of this species that the reduced number is 35 and one of 
them was especially large and seemed to be univalent. 

I counted also 35 chromosomes in polar views of the heterotypic 
metaphase of the male plant in the same species (Fig. 26). In side 
views in the same stage I observed one unequal pair of chromosomes 
(Fig. 27) and one univalent (Fig. 28). The univalent chromosome 
in Sinoto’s material was large. On the contrary however it was 
small in my material. This occasionally reached the pole earlier than 
the others (Fig. 29). One or more laggards were observed and one 
or two chromosomes passed to the pole earlier than the others. 

Trichosanthes japonica, Regel., T, ciicumeroides, Maxim.: Ac- 
cording to Sinoto (1928) and Sugimoto (1928) Trichosanthes pre- 
sents, a polyploidy, the basic number being 11. The chromosome 
number of T. japonica and T. cucumeroicles were reported by Sinoto 
(1928) and Sugimoto (1928) to be n — 11, 2n = 22 and n. = 22, 
2n = 44 respectively. 

The present writer also counted in the male plants 11 chromo- 
somes of similar size in the heterotypic metaphase in T, japonica 
(Fig. 30) and 22 in the homotypic metaphase in T. cucumeroides 
(Fig. 32). 

The observation in side views of the heterotypic metaphase 
showed the existence of one unequal pair of chromosomes in each 
species as shown in Figs. 31, 33. 

Car ex grailatoria, Maxim.: The reduced chromosome number 
was decided to be 9 in polar views of the heterotypic metaphase of 
the male plants (Fig. 34) . The chromosomes vary in their size. One 
of them is especially larger than the others. I could not find any 
unequal pair in both polar and side views of the heterotypic division. 

Dioscorea graciUima, Miq., D. Tokoro, Makino: According to 
Meurman (1925) the reduced numbers of chromosomes are 17 and 
18 in Dioscorea sinuata. and 10 in D. caucasea. In D, smiiata the 
type of sex chromosome was XO, while in D, camasca the sex chro- 
mosomes were not observed. The somatic number of the male plants 
in these two species, D. graciUima and D. TokorOj were reported by 
the present writer (1933) to be 20 in each. The reduced number in 
D, graciUima and D. Tokoro are 10 in each, corresponding to half that 
of their somatic ones (Figs. 35, 37). The gemini of D. graciUima 
varies in size, but those of D, Tokoro are of similar size. An unequal 
pair of chromosomes was observed in side views of the heterotypic 
metaphase in these two species (Figs. 36, 38). In the heterotypic 
anaphase of D. Tokoro the two members of the unequal pair were 
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Figs. 23-24. Cocculiis trilobus. 23, Polar view of heterotypic metaphase, showing 
25 gemini. 24, Side view of the same stage ; unequal pair of chromosomes in black. 
Fig. 25. Cl>&Matis heracleaefolia. Po^ar view of heterotypic metaphase, showing 8 
gemini. Figs. 26-29. Xanthoxy him, piper 26, Polar view of heterotypic meta- 
phase, showing 35 gemini. 27, Side view of the same stage ; unequal pair of 
chromosomes in black. 28-29, Side views of the same stage, showing univalents 
in black. Figs. 3l)"31. Trichosanthes japonica. 30, Polar view of heterotypic meta- 
phase, showing 11 gemini. 31, Side view of the same stage ; unequal pair of chrorr o- 
somes in black. Pigs. 32-33. Trichosanthes cucumeroides, 32, Polar view of homo- 
typic metaphase, showing 22 chromosomes. 33. Side view of heterotypic metaphase, 
unequal pair of chromosomes in black. Fig. 34, Carex grallatoria. Polar view of 
heterotypic metaphase, showing 9 gemini. 
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clearly observed to disjoin from each other and they passed to the 
opposite poles as shown in Fig. 39 a, b. 



Figs. 35-36. Dioscorea gracillima. 35, Polar view of heterotypic metaphase, showing 
10 gemini. 36, Side view of the same stage ; unequal pair of chromosomes in black. 
Figs. 37-39. D. Tokoro, 37, Polar view of heterotypic metaphase, showing 10 
gemini. 38, Side view of the same stage ; unequal pair in black. 39a, b, 2 daughter 
nuclear plates in homotypic metaphase, showing the members of an unequal pair 

in black. 

Smilax hederacea, L. var. nipponica, Maxim., S. Oldhcmi, Miq., 
S. China, L. : Cytological studies in Smilax herbacea were made by 
Humphrey (1914), Elkins (1914), and Lindsay (1929, 1930). 
According to the first two investigators the reduced number of the 
male plants was 12, while Lindsay reported 13. But the existence 
of sex-chromosomes was not recognized by them. 

The present writer observed 30 rod shaped or curved somatic 
chromosomes of varying size in both male and female plants of S. 
hederacea, var. nipponica and one or two of them showed a satellite 
(Figs. 40, 41). The reduced number 15 of the male plants were 
counted in the polar view of the heterotypic metaphase (Fig. 42). 
In the side view an unequal pair of chromosomes was found (Fig. 
43). In the heterotypic metaphase, one or two chromosomes passed 
to the poles earlier than the others. 

In Smilax Oldhami, Miq. the somatic number 32 was counted in 
each of the 10 male and 2 female individuals. They were rod shaped 
or curved and their size varied (Figs. 44, 46). At diakinesis of 
P.M.G’s one bivalent consisting of a large and a small members was 
observed (Fig. 46). In polar views of hetero- and homotypic meta- 
phases 16 gemini of varying size were observed, one of which -being 
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Figs. 40-43. Smilax hederaoea, var. nipponica. 40, Male plant, showing 30 somatic 
chromosomes. 41, Female plant, showing 30 somatic chromosomes. 42, Polar view 
of heterotypic metaphase, showing 16 gemini. 43, Side view of the same stage; 
unequal pair of chromosomes in black. Figs. 44-50. Smilax Oldhami, 44, Male 
plants, showing 32 somatic chromosomes. 45, Female plants showing 32 somatic 
chromosomes. 46, Diakinesis, unequal pair in black. 47, Polar view of homotypic 
metaphase, showing 16 chromosomes. 48, Polar view of heterotypic metaphase, 
showing 16 gemini and a univalent chromosome in black. 49, Polar view of 
heterotypic metaphase, showing 16 gemini unequal pair in black. 50, Side view of, 
the sam^e stage ; unequal pair of chromosomes in black. Figs. 51-52. China. 51, 
Polar view of heterotypic metaphase, showing 30 gemini. 52, Polar view of homo- 
typic metaphase, showing 30 chromosomes. 
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especially large (Fig. 47). In the same stage a cell showing 16 
chromosomes together with one small spheroid shaped chromosome 
which seems to be a univalent or a chromosome f ragTnent was ob- 
served (black in Pig. 48) . But the spheroid shaped chromosome could 
not be observed in somatic plates. In the heterotypic anaphase the 
univalent chromosome goes to the pole earlier or later than the 
others. In both polar and side views of the heterotypic metaphase I 
observed an unequal pair of chromosomes consisting of a large and a 
small members (black in Figs. 49, 50). In the heterotypic anaphase 
up to 4 laggards were observed. 

In Smilax China, L. 30 chromosomes of varying size were ob- 
served in polar views of the hetero- and homotypic metaphases in 
the male plants (Figs. 51, 52). In side views of the heterotypic meta- 
phase a heteromorphic pair was found the members of which diifer- 
ing in their size, were disjoining and passing to the poles earlier 
than the others. 

In the heterotypic anaphase an unequal pair consisting of two 
large and small elements was observed and up to 3 laggards were 
observed there. 

Summary 

1) The male individuals of the dioecious plants comprising 11 
genera, 18 species and 2 varieties have been investigated cytologically, 
with special reference to the sex chromosomes. 

2) In each of 16 species and one variety one unequal pair of 
chromosomes was observed. This unequal pair is assumed to be a sex 
chromosome complex of XY type. 

3) A tetrapartite chromosome was observed in Humulus 
Iwpulns var. cordifolms, which may be a sex chromosome complex 
of XYXY type. 

4) In Carex grallatoria and Clematis heradeaefolia any 
morphological sex chromosome complex was not observed. 

In closing the writer wishes to express his thanks to Prof. 
Kagawa of the Utsunomiya Agricultural College for his valuable 
suggestion in this work. 
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Zwei unerwartete 36-chromosomige Pflanzen in der Riickkreuzung 
T. polonicum x {T. polonicum x T. spelta) 

Von 

Seiji Matsumura 
Einleitung 

In den Gonen der pentaploiden Pi-Bastarde zwischen den Weizen 
der Emmer- und der Dinkelreihe sind die Chromosomenzahlen von 
14 bis 21 moglich. Die Riickkreuzungen Fi x Dinkel bzw. Fi x 
Emmer ergeben 36- bis 42- bzw. 28- bis 35-chromosomige Pflanzen. 
Hier und da treten aber Individuen mit unerwarteten Chromosomen- 
zahlen auf. Kihara und Wakakuwa (1935) haben in den Riickkreu- 
zungen des Bastards T. polonicum x T. spelta mit T. spelta und T. 
polonicum drei Pflanzen mit unerwarteten Chromosomenzahlen ge- 
funden, namlich bei Fi x T. spelta eine mit 32, und bei Fi x T. 
polonicum zwei mit 38 bzw. 48 Chromosomen. Im Jahre 1935 habe 
auch ich eine aberrierende, und zwar 44-chromosomige Pflanze bei 
r. spelta X Fi und zwei 36-chromosomige bei T. polonicum x Fi 
beobachtet (Matsumura, 1936 b und c) . Die Reifungsteilungen 
bei den 36-chromosomigen Individuen und die Chromosomenzahlen 
in ihrer Nachkommenschaft sollen im folgenden beschrieben werden. 

Diese Untersuchung wurde unter Leitung von Herrn Professor 
Dr. H. Kihara ausgefiihrt. ,Es ist mir eine angenehme Pflicht, ihm 
auch an dieser Stelle ineinen herzlichsten Dank auszusprechen. 

Material und Methoden 

Der fiir diese Untersuchung benutzte Dinkel war Triticum spelta 
var. Duhamelianum Korn. ; T. polonicum var. vestitum Korn, war 
das Emmerelter. Von 149 Pflanzen der Riickkreuzung T, polo- 
nicum X Fi flatten zwei Individuen unerwartete Chromosomenzahlen, 
namlich 2tz. = 36. 

Fixierung und Farbung wurden in der schon oft beschriebenen 
Weise ausgefiihrt (z.B. Matsumura, 1936a) . 

Ergebnisse 

Abb. 1 und 2 bringen die somatischen Chromosomen (aus 
Wurzelspitzen) der beiden Aberranten (Nr. 28 und 85). Die Ahren 
dieser Pflanzen sind in Abb. 3a und 3b zu sehen. 


1) Contributions from the Laboratory of Genetics, Biological Institute, 
Department of Agriculture, Kyoto Imperial University. No. 81. 
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In der 1. Metaphase traten bei Nr. 85 
meist 15 Gemini und 6 Univalente auf 
(Abb. 9 und 10). Diese Pflanze gehort 
demnach zu den fertilen Chromosomen- 
kombinationen (vgl. Kihara, 1924). Ver- 
einzelt wurden die Konfigurationen Ini + 
14u+5i und 14n+8i festgestellt (Abb. 11 
und 12). Die Trivalenten waren V-formig. 
Bei Nr. 28 wurden die Konfigurationen 
14ii + 8i (Abb. 4 und 5) und Im + ISn + 7i 
(Abb. 6) beobachtet. Die erstere war be- 
trachtlieh hdufiger als die letztere. Tabelle 
1 zeigt die HSufigkeit der Anordnungs- 
weisen der Chromosomen bei beiden Pflan- 



Abb. 1-2. Somatiehe Kernplatteft mit 36 Chro- 
mosomeh aus Wurzelspitzen. Vergr. ca. 1600. 
1. Nr. 28. 2. Nr. 86. 



a b 

Abb. 3. Ahren der Pflanzen 
Nr. 28 (a) und 86 (b). 


zen. Bei Nr. 28 waren die Trivalenten auch meist V-formig, doeh trat 
hier, wenngleich selten, auch die Y-f5rmige Anordnung auf. Es waren 
namlich von 16 Trivalenten 12 V- (Abb. 6), 3 Y-formig (Abb. 7) und 1 
war geradlinig (Abb. 8). 


Tabelle 1. Hauflgkeit der verschiedenen Kombinationsweisen der meiotischen 
Chromosomen in den Pollenmutterzellen von zwei Pflanzen mit 
unerwarteten Chromosomenzahlen 


Nr. der 


Kombinationsweise 







Summe 

Pflanze 

llll+13ii+7i 

14iiH-8i 

j I611+61 

lm+14ii+6i 

Nr. 28 

16 

34 




60 

Nr. 86 

— 

1 

1 46 

3 

50 


Tabelle 2 orientiert fiber den Korneransatz an isolierten Ahren 
dieser beiden Pflanzen und die Keimung. Nr. 85 ist deutlich hoher 
fertil als Nr. 28, aber mit der Keimungsfahigkeit verhalt es sich 
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Abb. 4-12. I. Metaphase in Polleninutterzellen der Pflanzen Nr. 28 (Abb. 4 8) und 85 
(9-12). Die Trivalenten und Univalenten sind in samtiichen Abbildungen schwarz, 
Vergr. ca. 1650. 4. Polansicht mit 14ii+8i . 5. Seitenansicht mit 14ii+8i . 6-8. lin+ 
13n+7i . 9. Polansicht mit 15ii+6i . 10. Seitenansicht mit ISnH-Oi. 11. liii+14ii-i-6i . 

12. 14ii+8i. 


Tabelle 2, FertilitS,t der Pflanzen Nr. 28 und 85 und Keimungsfahigkeit ihrer Kdrner 


Nr. der 

Zahld. 

Zahl d. 

Zahl d. 

aus- 

1 gekeimt 

von d. Keiml.! 

ge- 

Pflanze 

Ahren 

1-2 Bl. 

Korner (%) 

gesat 

(%) 

eingegan- 
gen (%) 

schoBt 

Nr. 28 

2 

84 

26 (29.76) 

29 

21(72.41) ' 

5 (23.81) 

16 

Nr. 85 

3 

166 

66(41.66) 

67 

30(52.63) 

4 (13.33) 

26 


umgekehrt. Die Lebensfahigkeit der Keimlinge wiederum war merk- 
lich geringer bei Nr. 28; vor dem Schossen gingen 5 Pflanzen 
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(23.81%) ein und von den iiberlebenden waren viele zwergig. Bei 
den am Leben gebliebenen Individuen wurden die Chromosomenzahlen 
in den Wurzelspitzen festgestellt, wie aus Tabelle 3 zu ersehen ist. 


Tabelle 3. Haufigkeit der verschiedenchromosomigen Pflanzen in 
der Nachkommenschaft der Pflanzen Nr. 28 und 85 


Nr. der 

1 Chromosomenzahlen 

Summe 

Pflanze 1 

29 

30 

31 

32 

33 34 36 36 37 

38 

39 

40 

41 

42 

Nr. 28 

2 

1 

1+1 1) 

1 

2+1=) - - - 2+1®) 

1 

1 


— 

— 

14 

Nr. 85 

2 

1 

2 

1 

3 2 13 1 

2 

2 

2 

2 

2 

26 


1) « 31+kleines Chromosomenfragment. 

2) „ Sa+groOes. 

S) 37 -b 


In der Nachkommenschaft von Nr. 28 weist die minderchromosomige 
Gruppe mit 29-33 Chromosomen bedeutend mehr Vertreter auf als 
die hdherchromosomige. Drei Pflanzen hatten ein Chromosomenf rag- 
ment, namlich eine 31 Chromosomen + 1 kleines Fragment und zwei 
33 bzw. 37 Chromosomen + je 1 grofieres Fragment. Bei Nr. 85 war 
aber die (36-42) -chromosomige Gruppe etwas individuenreicher als 
die (29-34) -chromosomige. Nr. 85 mit 15n 4- 6i gehort zur Ver- 
mehrungsgruppe und in der Nachkommenschaft waren die Chromo- 
somenzahlen von 30(15ii) bis 42 (21ii) moglich. In Wirklichkeit 
wurden unerwartet zwei 29-chromosomige Pflanzen beobachtet. Dies 
diirfte darauf beruhen, dafi 14-chromosomige durch Chromosomen- 
elimination entstandene Gonen durch 15-chromosomige Pollen be- 
fruchtet wurden. 

Diskussion 

Das Auftreten von 36-chromosomigen Pflanzen in der Verbin- 
dung T. polonieiim x Fi konnte man so deuten, dafi 14-chromosomige 
Eizellen von T. polonicum durch 22-chromosomige Spermakerne des 
Bastards befruchtet wurden. Das uberzahlige Chromosom kann sich 
im Gefolge von non-disjunction ergeben haben. Da die Pflanze Nr. 
85 in der Regel die Chromosomenkombination ISn -1- 6i hatte, mufi 
sie aufier 14 Bivalenten aus den Genompaaren AA und BB ein Paar 
und 6 Univalente des D-Genoms besessen haben. Demnach gehort 
das iiberschiissige Chromosom zum D-Genom. Man konnte aber bei 
ihr aufier dem eine geringe Anzahl abweichender Chromosomenkom- 
binationen finden, und zwar Im -f 14ir + 6i sowie vereinzelt 14ii 8i. 
Im ersten Falle diirfte das Tripartite aus einem der B-Paare und dem 
mit diesem partiell homologen Chromosom des D-Genoms entstehen 
(vgl. Kihara. und Nishiyama, 1930 a und b). Im letzteren Falle 
mufi man annehmen, dafi die homologen Chromosomen des D-Paares 
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ungepaart bleiben bzw. sich vor der Metaphase getrennt haben. 
KlHARA und Nishiyama (1930 a und b) haben bei den pentaploiden 
Bastarden mit der Chronaosomenkombination 14ii + 7i manchmal 
ahnliche Abweichungen beobachtet, wie z.B. Im + 13u + 6i und 
13ii+9i. 

Bei der anderen Pflanze, Nr. 28, warden die Bindungsweisen 
14ii + 8i und liu + 13ji + 7i gef unden. In diesem Falle ist anzuneh- 
men, dafi das iiberschiissige Chromosom zu einem der Genome A oder 
B gehort. Die dreigliedrigen Verbande durften in diesem Falle aus 
3 homologen Chromosomen des A- oder B-Genoms bestehen und echte 
Trivalente sein. 

Nach Kihaea (1924) vermehrt sich die Chromosomenzahl in der 
Vermehrungsgruppe im Laufe der Generationen stetig, aber langsam, 
bis sie die konstante Zahl 42 erreicht, wahrend die Riickkehr zum 28- 
chromosomigen Eltertyp in der Verminderungsgruppe immer plotz- 
lich vor sich geht. Moriya (1932) , der die Bestimmung der Chromo- 
somenzahlen in der Nachkommenschaft eines Individuums mit 
14ii -f 6i ausgefiihrt hat (vgl. Kihara, 1932), konnte das Gleiche 
beobachten. Auch meine Untersuchung der Pflanze aus der Ver- 
mehrungsgruppe mit 15n + 6i bestatigt die Ansicht von Kihara. 

In der Nachkommenschaft des Individuums mit 15ii+6i warden 
zwei Pfianzen mit unerwarteten Chromosomenzahlen, namlich 29 
Chromosomen, gefunden. Die 29-chromosomigen Pfianzen durften 
durch Verschmelzung von 15- mit 14-chromosomigen Gameten ent- 
standen sein, in denen ein Chromosom eliminiert worden ist. Ahn- 
liche Pfianzen mit unerwarteten Chromosomenzahlen in der Nach- 
kommenschaft der pentaploiden Weizenbastarde wurden von Jenkins 
und Thompson (1930) und Stevenson (1930) gefunden. Jenkins 
und Thompson berichten fiber eine Pflanze mit 16n -f 5i in der Nach- 
kommenschaft eines Individuums mit ISn + 3i und eine andere mit 
18ii + 3i in der Nachkommenschaft einer Pflanze mit 19ii -h 2i . Sie 
dfirften dadurch entstanden sein, dafi einige Chromosomenpaare bei 
den Eltern ungepaart geblieben bzw. vor der I. Metaphase ausein- 
andergegangen sind. Auch Stevenson beobachtete in Fs die Chro- 
mosomenkombinationen ISn -1- 3i , 15ii + 4i , Ifin + 4i , 17ii + 4i und 
21ii in der Nachkommenschaft einer F 2 -Pflanze mit 17ii + 4i . Er 
sagt : „The F 2 plant No. 567-6 had approximately 38 chromosomes. 
From two to six univalents were observed in side views of the meta- 
phase of the first division." Daraus kann geschlossen werden, dafi 
diese Fo-Pflanze wahrscheinlich die Chromosomenkombination 15ii -1- 
6i (2u = 36) hatte. In diesem Falle waren in ihrer Nachkommen- 
schaft die oben erwahnten verschiedenen Chromosomenkombinationen 
mbglich. 
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Timing Unbalance at Meiosis in the Pollen-sterile Lathyras odoratas 

By 

Margaret Upcott 

John Innes Horticultural Institution, London 

A form of Lathyrus odorattbs yvhich has sterile pollen although 
the ovules are fertile was described by Bateson, Saunders and 
Punnett in 1905. The abnormality appeared in their breeding ex- 
periments along with factors determining flower colour or pollen 
shape. They showed that it was the result of the action of a factor 
now designated (s). Its inheritance and general cytological proper- 
ties have already been described by Faberge (1937). 

The development of the male gamete is more liable to be upset 
by the action of genes than that of the female, owing, it is said, 
to its longer and more complicated life. A considerable number of 
such genes are known in plants, of w^hich there are fifteen in 2ea 
mays alone (Beadle 1932 b). Different genes affect the pollen of 
this plant at different stages of its development so that in some 
cases no visible abnormality is produced. Sterility may be due to 
‘‘asynapsis'', to the occurrence of supernumerary divisions following 
meiosis, or to the failure of cell-wall formation (Beadle 1930, 1931, 
1932 a) . 

These and other cases in Crepis (Richardson 1935) etc., largely 
depend on abnormal timing relationships. The gene for pollen 
sterility in Lathyrus also alters these relationships, but in an entirely 
different way. 

Material and Methods 

The material was obtained from the genetical crop of L, odoratus 
growing in this Institution. Buds were taken from different plants 
and from different families, but no differences between them were 
detected. 

The usual method of fixing in medium Flemming or some similar 
fixative is useless for the pollen-sterile plants, because the bivalents 
contract greatly and run together into an amorphous mass. The 
shape of the spindle however can be shown by this method. For 
observation of chromosome morphology, aceto-carmine was used 
exclusively. Anthers were teased out in aceto-carmine without pre- 
fixing, a little iron added, and the slide warmed slightly. These 
preparations cannot be made permanent as the cells collapse, pre- 
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sumably under the action of the xylol. By ringing the temporary 
preparations, however, they can be made to last about a week. 

Duration of Meiosis 

The time taken for meiosis to be completed can be measured 
directly only by observing the living cells. An estimate of the 
length of the different stages may be made indirectly by various 
means such as the number of anthers containing pollen-mother-cells 
at a given stage, or by the size of the anthers at different stages of 
development. I have used the latter measure in the present case. 




Figs. 1 and 2. Outlines of anthers at various stages of development (x30). The stage 
of the pollen-mother-cells is represented diagrammatically on each anther. 1. Normal 
anthers. 2. Sterile anthers. 
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On this scale, meiosis in the normal Lathyrus odoratus is rapid 
since there is little growth between pachytene and the second division 
(Fig. 1, a and b) . By the time the tetrads are formed, however, 
a marked increase in growth has occurred, and this continues until 
just before the flower opens when the anthers contain ripe binucleate 
pollen (Fig. 1, c and d) . 

In the sterile plants, the growth of the anthers proceeds at the 
usual rate, but the prophase stages of meiosis last much longer than 
in the normal. At pachytene there is little difference in size between 
the two (Fig. 2, a) but at diplotene the sterile anthers are equal in 
size to normals containing tetrads (Fig. 2, b). By the time the 


anthers have attained their maximum size, the pollen-mother-cells 
have reached metaphase or first anaphase (Fig. 2, d). Degeneration 
sets in at this stage and no further development occurs. 

Using the 
growth of the 
anthers as a 
measure of time, 
we see therefore 
that the first divi- 
sion of meiosis in 
the sterile plant 
takes as long at 
the whole deve- 
lopment in the 
normal, from the 
end of pachytene 
to the formation 
of binucleate pol- 
len (Fig. 3). 

As a result 
of this prolonga- 
tion of the pro- 
phase stages it 
follows that after 
pachytene every living anther of the sterile plant contains pollen- 
mother-cells at some stage of the first division. When the anthers 
reach their maximum size, that is to say at the first anaphase, the 
cells begin to die, so that when the flower opens the anthers are 
shrivelled and therefore smaller than the normal. 



Fig. 3. Graph showing the relationship of growth of anther 
to development of pollen-mother-cells in the normal and 
sterile plants. 


The stages which are most prolonged are those during which 
spiralisation and terminalisation take place. From this abnormality 
then, we may observe directly the effect of time upon these processes. 
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Meiosis in the Male-Sterile 

The somatic complement of Lathyrm odoratiis consists of seven 
pairs of chromosomes which differ slightly in length. Each of these 
can be recognised at mitosis but at meiosis only one pair is distin- 
guishable. This one (A) carries a trabant on the short arm, at 
which point the nucleolus is attached (ef chromosome 6 in Zea mays, 
McClintock 1933, Darlington 1934) . 

The later stages of prophase in the sterile plants differ from 
the normals in yet another respect besides their abnormal length. 

They react differently to aceto-carmine. 
In normal plants no analysis of chiasma 
frequency is possible before metaphase 
because the earlier stages fix so badly 
that individual bivalents are not dis- 
tinguishable. In the sterile plants, how- 
ever, the bivalents are clear and distinct 
and the chiasma frequency and move- 
ment may be analysed and compared at 
all stages. 

At early diplotene the bivalents are 
long and show occasional relic coils 
which might be mistaken for chiasmata 
(Fig. 5a) . The A bivalent is still attached 
to the nucleolus, the point of attach- 
ment being marked by two deeply stain- 
ing trabants. The amount of condensa- 
tion of this and the other bivalents is 
not equal throughout their length, but is 
greater at one end. Such differential 
condensation has been observed also in 
Agapa/nthus and Zea (ef Darlington 
1937) where it is at a maximum next to the centromere and at a minimum 
at the ends. In Lathyrm, however, most of the centromeres are 
median so that it appears that condensation begins at one end in 
these bivalents and gradually extends along them until all are equally 
condensed, as we find at late diplotene and diakinesis. 

The nucleolus disappears before diakinesis but the time of its 
disappearance is variable. The bivalents may be relatively long 
and as yet uncontracted after its disappearance, or it may still be 
visible when the bivalents have almost reached diakinesis (Fig. 5, b 
and c) . A second bivalent often lies close to it, but does not appear 
to be actually attached. 


A B C D E F G 

Fig. 4. a) Mitotic (division from 
the root tip showing different 
chromosome types (x 3000) 
(Flemming-gentian violet prepa- 
ration). b) Haploid complement 
at anaphase drawn separately. 
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As diplotene passes to diakinesis, the bivalents become shorter 
and more contracted, and the number of terminal chiasmata greater. 
The centromere loop increases in size at the expense of the distal 
loops or of the distal ends which become part of the loop as the 


chiasmata terminalise. 
At metaphase (Fig. 
6, b) terminalisation 
is complete. As com- 
pared with the normal 
at this stage (Fig. 6, 
a) the chromosomes 
are shorter and thicker 




and the centromeres 
more pulled out, ow- 
ing probably to their 
greater mutual repul- 
sion. 

The reduction in 
chiasma number by 
terminalisation rend- 
ers invalid a compari- 
son of the chiasma 
frequency in sterile 
plants at metaphase 
with that of normals, 
in which there is pro- 
bably little reduction, 
as shown by the num- 
ber of interstitial 


16.6 


chiasmata still persist- / Ts 

ing. We may how- ^ 

PVAV pnmriQrA fVin Diplotene and diakinesis in a male sterile plant 

ine (x2000). The bivalents show differential condensation 
chiasma frequency in in the early stages and considerable terminalisation as 
sterile plants at diplo- contraction proceeds. The total number of chiasmata 
f /I /I* V • the number terminal is given for each nucleus. The 

tene ana aiakinesis chiasma frequency of the first nucleus is unusually high 
with that in normals so that the reduction in number with terminalisation 
at metaphase probably not as great as would appear. 

At these stages, we find a slight difference between the two 
(Table 1), but this is not greater than that which might be caused 
by changes in the external conditions such as temperature. In the 
samples from which the data are taken, the variance is lower in 
the sterile plants than in the normal, but this difference is not neces- 
sarily significant. A comparison with the later stages shows that 
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Table 1* Comparison of chiasma frequencies in the normal and 
sterile Lathyrus odoratus 



I Nos. of bivs. with diff. 




Cross- 




Nos of Xta. 


Total 

Total 

Xta per 

Varir 


1 

2 

3 

1 ^ 

Xta. 

bivs. 

biv. 

units 1 

ance 

Normal* (met.) 

12 

37 

^ 27 

8 

200 

84 

2.38 

119 

0.8036 

Sterile (dipL & 
diak.) 

9 

51 

17 

7 

191 

84 

2.27 

113 

1 

0.6812 


These data were obtained by the late Mr, L,H. A, Stone. 


while no univalents are recorded at diplotene and diakinesis, several 
occur at metaphase in the same plant.. Since chiasmata are a con- 
dition of pairing at all 
^ stages after pachytene, 

I ^ A A M A A we must assume that these 

^ V ^ ft | iW univalents are the result 

I M B ^ ▼ of reduced pairing at 

® pachytene, and since they 

/o /.o 2./ 3.Z 5 / 32 4. 2 ‘1 have not been observed at 
. the earlier stages, that the 

W W M ^ A ^ A completeness of pairing 

b M, ft ffH fu ftk pachytene varies dur- 

ft plant. 

^ ^ ' J2./Z Pi’O'bably therefore, the 

/./ /./ Z .2 2.2 2.2 Z .2 2.2 abnormality begins to act 

Fig. 6. Metaphase I in the normal (a) and pollen before this stage. Later 
sterile plants (b) (X 2000). The latter shows com- we shall ' find another 
plete terjninalisation. means of showing this to 

be the case. 

A considerable amount of data has been and is being collected 
on linkage in this plant (Punnett 1932, and various workers at this 
Institution, unpublished) . I have therefore thought it worth while 
to give the ehiasma-frequency in terms of cross-over units. On the 


assumption that one chiasma is equivalent to 50 cross-over units, 
the average length of the chromosomes in the normal and in the 
sterile plants is 119 and 118 units respectively, 

Prom metaphase onwards, the behaviour is increasingly variable. 
In relation to the congression on the spindle, the nuclear membrane 
sometimes breaks down prematurely so that the bivalents are left 
for some time unorientated yet not visibly separated from the cyto- 
plasm. Congression on the plate is often incomplete, one or more 
bivalents or pairs of univalents being left off it (Fig. 7). In aceto- 
earmine, the limits of the spindle are not visible, but in Flemraing- 
gentian violet preparations made for this purpose, they are distinct 
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although the shapes and configurations of the chromosomes are not. 
From these it is clear that the spindle is unusually long and narrow, 
reaching across the pollemmother-cell, from wall to wall. In many 
cases it is straight but it may also be bent, in which case the bivalents 
seem to be crowded on to the inside of the curve. This length and 
narrowness are characteristic of the spindle at a normal anaphase 
rather than at metaphase. 



Fig. 7. Side views of metaphase I in sterile plants ( x 1000) showing failure of orienta- 
tion and the occurrence of univalents. The probable position of the spindle is marked. 


The similarity in shape between these spindles and those found 
in organisms with failure of pairing or large number of univalents 
also suggests that the time relations of the bivalents and of the 
spindle or, as Darlington (1936) assumes, of the centromere and 
the centrosome, are out of step. Since the time relations of the 
whole process are abnormal this is not unexpected. 




Fig, 8. Side views of metaphaae (x2000) showing a very narrow and a bent spindle 
(Flemming-gentian violet preparation). 

1QQ7 
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The lack of co-ordination between the spindle and the bivalents 
accounts also for the lag in congression at diakinesis after break- 
down of the nuclear membrane, and in extreme cases, for the com- 
plete failure of congression of one or more bivalents. 

The anaphase separation depends, of course, upon the degree of 
regularity of congression at the previous metaphase. Normal ana- 
phases occur in which each nucleus contains seven chromosomes, but 
there may be non-disjunction of one or more pairs, or irregular 
separation with no clearly defined poles (Fig. 9) . Asa result of these 






Fig. 9. Anaphases (XlOOO) showing irregular separation. The two chromatids in 
outline have been divided at the centromere by pressure in smearing. 

anaphases we find interphases containing two, three or more nuclei 
of varying sizes and at various stages of degeneration (Fig. 10). 
For at this stage, the process evidently becomes completely dislocated. 
It breaks down and the cells die before the second division occurs. 
Occasionally two fairly normal looking nuclei appear to be in pro- 
phase of the second division, but they rarely get beyond this stage. 
The pollen-naother-Qell wall degenerates, the cytoplasm stains more 



1937 


Timing unbalance at meiosis in the pollen-sterile Lathyrus odoratus 307 



Fig. 10. Pollen-mother-cells (xlOOO) at various stages of degeneration after]. first 

anaphase. 

deeply, and the nuclei beconae more and more indistinct, until they 
finally merge into the cytoplasm. When the flower opens the in- 
dividual cells are no longer recognisable. 

Exceptional Pairing in Reduplicated Segments 

The material examined came from genetical stock which has 
been somewhat inbred for many generations. Nevertheless, in four 
pollen-sterile individuals, 
selected at random from 
three families in which 
this factor was segregat- 
ing, chromatid bridges at 
anaphase showed that the 
plants were structurally 
heterozygous. Normal 
bivalent bridges and frag- 
ments were observed both 
at anaphase and telophase 
in approximately 5% of 
cells (Fig. 11 and 12) ^ 

and in a few cases two ^ b 

bridges occurred in the pig. n. Anaphases showing chromatid bridges 
same cell (Fig. 12, b). (x2000). a) Bivalent bridge and fragment, b) 
One case of a univalent Univalent bridge and fragment. 

bridge (Fig. 11, b) was observed such as would normally occur only 

20 ^ 
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Fig. 12. Bridges at telophase (x2000). a) Frag- 
ment coiled round the bridge, b) Two bridges. 
Fragments not visible. 


in a triploid. The bridge itself must have been a loop which has 
become a bridge at the first division owing to the precocious division 

of its centromere probably 
brought on by its lagging on 
the plate at anaphase, as 
happens with univalents of 
whatever origin. 

Since these bridges do 
not occur in the normal 
sisters of the sterile plants, 
they must be due to cross- 
ing-over, not in simple in- 
versions, but rather in in- 
verted segments which have 
been translocated and re- 
duplicated and do not there- 
fore usually pair. These seg- 
ments may lie in non-homo- 
logous chromosomes. Their 
existence has been revealed by the occurrence of a certain amount of 
pairing at meiosis in the haploids of most organisms where these 
have been examined (e.g. Katayama 1935, cf. Darlington 1937). 
Such intra-haploid pairing probably occurs also in triploids and other 
odd-multiple polyploids where complete pairing with normal homo- 
logues is impossible, but here it cannot always be distinguished from 
normal crossing-over (Upcott 1937). In diploids and even-multiple 
polyploids, it can occur only when normal pairing is interrupted or 
prevented. 

A case comparable to the present one has been found by Lamm 
(1936), in Secale. In certain strains which had been inbred for 
several generations, bridges and fragments occurred in the pollen- 
mother-cells, although they are not present in the out-crossed plants 
of the same variety. In these strains, metaphase pairing and spirali- 
sation are reduced, so that the meiosis may be described as semi- 
precocious. Evidently, normal pachytene pairing has been inter- 
rupted and in part replaced by intra-haploid pairing. The fact that 
bridges occur also in the sterile and similarly homozygous Lathyrun 
is an indication not only that similar reduplicated segments exist, 
but also that the timing abnormality begins before pachytene, a con- 
clusion which had been reached on other grounds. 


Correlated Effects of Delay on Meiosis 

The present observations provide for the first time experimental 
evidence of the genotypic control of spiralisation and terminalisation 
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■which has been indirectly evident for some time (Darlington 1932) . 
A similar case of this has been found among the Neuropterans by 
Naville and de Beaumont (1933) . They illustrate meiosis in the 
male and in the female Macronemurus appendicvlatus. From their 
illustrations, it appears that in the male the chromosomes are more 
contracted and the chiasmata more completely terminalised than in 
the female. The difference between the two sexes corresponds in 
a less degree to that between the sterile and the normal Lathyrus. 
In the one case the difference is due to the different conditions of 
development of the eggs and sperm, in the other to change in a single 
gene. The significance of this parallel is increased by the remoteness 
of the groups to which these organisms belong. 

It is now possible to show directly what are the effects of delay 
in the later prophase stages of meiosis. We see that a greater degree 
of terminalisation occurs and associated with this, a greater degree 
of spiralisation. Terminalisation is presumably determined by the 
mutual repulsions of the chromosomes forming the bivalent and also 
by the length of time during which this repulsion is allowed to act. 
On the precocity theory, it is understandable that the greater spirali- 
sation observed at meiosis should be due also to the greater length 
of time available, provided that it is a function of time. If more 
than the usual length of time is available, the degree of terminalisa- 
tion and of spiralisation should be increased. 

The present observations show that this is so, and that the two 
processes are correlated, the one being an internal, the other an 
external adjustment to the electrical surface conditions of the chromo- 
somes. 

Summary 

Pollen sterility in Lathyrus odoratus is known to behave as a 
simple Mendelian recessive. 

As compared with the normal meiosis, chromosome development 
in the sterile is delayed in relation to the growth of the anthers. 
This delay begins to take effect before pachytene. 

That the timing is abnormal is shown by the fact that the sterile 
anthers containing pollen-mother-cells at the first metaphase are equal 
in size to normals containing binucleate pollen and by the fact that 
the spindle at metaphase is elongated as it is at a normal anaphase. 
The development of the chromosomes is delayed relative to that of 
the spindle. Associated with this delay is a difference of substrate 
conditions in the nucleus as shown by (i) its reaction to the fixative 
in prophase (ii) greater spiralisation (iii) greater terminalisation, 
indicating that these are all a function of rate of development. 
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After the first division, the timing disharmony apparently be- 
comes so acute that further development ceases. 
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Beobachtungen iiber Bewegung und Struktur des Protoplasmas 
in Pflanzenzelien 

Von 

Werner Lindenbein 

Aus dem Institut fiir LandwirtschaftHche Botanik der Universitat Bonn 
Direktor : Prof. Dr. Koernicke 

( Mit 2 Tafeln ) 

Seit der Entdeckung der Protoplasmastromung durch Corti im 
Jahre 1774 ist immer wieder die Frage aufgetaucht, inwieweit sicli 
die Stromung in vollig unbeeinflufiten Zellen flndet und zur normalen 
Tatigkeit des lebenden Plasmas gehort. Es wurde sehr bald 
erwiesen, dafi nicht nur eine Verletzung der Zelle, sondern auch des 
Zellverbandes, wie es bei der Herrichtung eines pflanzlichen Objektes 
zur mikroskopischen Beobachtung ganzlich unerla6lich ist, nicht ohne 
Wirkung auf die Plasmabewegung sei, Bewegung kann hervorgeru- 
fen Oder auch sistiert werden. Eine besondere Bedeutung gewannen 
in dieser Beziehung daher diejenigen Objekte, welche eine mikro- 
skopische Beobachtung ohne jede Verletzung ermoglichen, vor allem 
Zellen von Algen und Pilzen. Nachdem aber gezeigt war, dafi auch 
ein leichter Stofi oder Druck auf die Zelle, auch das Yerbiegen 
langgestreckter Zellen, nicht ohne Einflufi auf die Plasmabewegung 
sind, wollten die Stimmen nicht verstummen, welche die Plasma- 
stromung als eine durch Reize, die normalerweise nicht auf die Zelle 
einwirkten, hervorgerufene Erscheinung erklaren. Weil die lang- 
gestreckten Internodial-Zellen der Charazeen, besonders aus der 
Gattung Nitella, mit denen sich der Verf. seit fiber 10 Jahren 
beschaftigt, ein besonders geeignetes Objekt darstellen, wurde der 
Frage nach der Ursprflnglichkeit der Plasmabewegung erneute Auf- 
merksamkeit geschenkt. 

Da bei den Nitellen wegen der mitgeffihrten tropfenformigen 
Plasmaeinschlfisse die Stromung bei relativ schwacher Vergrofierung 
sehr gut zu beobachten ist, gestaltete sich die Methodik recht einfach. 
Kulturen von Nitella flexilis und N. miicronata wurden in schmalen, 
mit planparallelen Glaswanden versehenen Behaltern in der fiblichen 
Weise angesetzt. In solchen Kulturen wachsen die Charazeen durch 
Wochen und Monate ausgezeichnet. Bei geeigneter Aufstellung 
konnte nun ein grofier Teil, der Internodien und Blatter verschieden- 
sten Alters mit Hilfe eines horizontalen Mikroskopes, das bei einem 
Objektabstand von 4 cm noch eine genfigend starke Vergrofierung 
aufwies, jederzeit beobachtet werden, ohne dafi die geringste 
Praparation mit den Zellen vorgenommen werden mufite. Wenn 
in solchen Kulturen alle oder bestimmte Zellen dauernd Stromung 
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zeigen, ist nicht einzusehen, weshalb nicht auch an natiirlichen 
Standorten der Pflanzen das Plasma solcher Zellen in Stromung 
begriffen sein sollte. Denn dab auf die Pflanzen in den Kulturen 
irgendwelche unnaturlichen oder schadlichen Reize wirkten, ist nicht 
anzunehmen, da sie in ganz normaler Weise wuchsen und fruchteten. 
Dab niemals Leitungswasser, das mit Messing Oder Kupfer in 
Bertihrung gekommen war, verwendet wurde und dab nur mit In- 
strumenten aus Glas in die Kulturen hineingelangt wurde, bedarf 
wohl kaum der Erwahnung. Die so durch viele Jahre fortgesetzte 
mikroskopische Beobachtung von unter nahezu natiirlichen Bedin- 
gungen wachsenden Mteiia-Pflanzen, fiihrten zu der sicheren tJber- 
zeugung, dab bei ihnen die lebhafte Stromung des Plasmas in den 
Internodial- und Blattzellen eine normale Lebensauberung sei und 
nicht auf praparative Eingriffe irgendwelcher Art zuriickgefiihrt 
warden konne. Damit ist natiirlich nicht gesagt, dab nicht auch 
bei Nitella die Plasmastromung eine Reizbewegung darstelle, nur 
miissen die veranlassenden Reize standig vorhanden sein, normale 
TJmweltfaktoren darstellen. Welter geht hervor, dab auch unter 
veranderten Umstanden, wie bei Losung der Zelle aus dem Verband, 
bei Beobachtung unter dem vertikalen Mikroskop in unnatiirlicher 
Lage und Beleuchtung, diese gleichen, normal schon vorhandenen, 
Umweltfaktoren noch wirksam sind. 

Eine andere Frage ist freilich, ob die Intensitat der Stromung, 
d.h. die Geschwindigkeit des Plasmas, auch ohne Ver- 
anderung auberer Einfliisse Schwankungen unterworfen ist, oder 
ob zu einer bestimmten Konstellation der Aubenfaktoren eine ganz 
bestimmte Geschwindigkeit gehort. Ehe aber auf die relative 
Geschwindigkeit eingegangen werden soil, seien einige Bemerkungen 
iiber die ermittelten absoluten Werte vorausgeschickt. Die in der 
Literatur vorliegenden Angaben stimmen im allgemeinen recht gut 
iiberein. HiLLE Ris-Lambers (1926) findet fiir verschiedene Arten 
aus den Gattungen Chara, Nitella und Tolypella recht iibereinstim- 
mend bei 20° den Wert 57,6 y/sec. Hormann fand 1898 fur 21° nur 
etwa 50 |U/sec. CooK gibt 1929 fur Nitella clavata 73,1 /t/sec. an, 
wahrend sich aus dem gleichen Jahr eine Angabe bei Silvia Colla 
findet, die von den mitgeteilten Befunden nicht unerheblich abweicht 
und auf 27 ^/sec. lautet. Nach meinen Beobachtungen schwankt, 
worauf wir noch zu sprechen kommen, die Geschwindigkeit auch 
bei derselben Temperatur nicht unerheblich und liegt zwischen 50 
und 70 /«/sec. So lebhaft die Plasmabewegung uns unter dem Mikro- 
skop auch erscheint, so legen demnach die einzelnen Teilchen nur 
etwa 30 cm in der Stunde zuruck. Dabei weist nach den Angaben 
JosiNGs (1901) von den meist untersuchten Objekten Cfearci die 



1937 Beobachtungen uber Bewegung und Struktur des Protoplasmas usw. 313 


schnellste Stromung^ auf. Die entsprechenden Werte sind nach ihm 
fur eine bestimmte Strecke; bei Chara 7,5 sec., Elodew 14, Vallisneria 
10, Tradescantia, 15 und AUsma 14 sec. 

Die Methodik der Geschwindigkeitsermittelung ist bei alien 
Untersuchern die gleiche; Es wird fiir deutlicbe erkennbare 
mitstrontiende Teilchen mit einer Zehntel-Sekunden-Stoppuhr die Zeit 
gemessen, die zum Zuriicklegen einer bestimmten absolut gemessenen 
Strecke benotigt wird. Es muB dabei aber beriicksichtigt werden, 
da6 es nicht gleichgiiltig ist, welcher Art und GroBenordnung diese 
Teilchen sind. Wenn die Annahme richtig ist, daB die sichtbaren 
und daher allein messbaren Teilchen von der homogenen, optisch 
fast leeren plasmatischen Grundsubstanz passiv mitgefuhrt werden, 
so kann sich die Geschwindigkeit der mitgeftihrten Partikel nicht 
vollig mit derjenigen des Plasmas decken, sondern rtiuB je nach der 
GrbBe der ersteren und der Viskositat des letzteren schwanken. 
Belehradek (1924/25) hat versucht, von dieser tjberlegung aus- 
gehend, eine Methode zur Viskositatsbestimmung auszuarbeiten. Das 
Verhaltnis der Geschwindigkeit des Plasmas, gemessen an den 
Mikrosomen, zur Geschwindigkeit mitgeftihrter Chloroplasten, gibt 
ihm bei Elodea ein MaB fiir die Viskositat des Plasmas ab : je 
geringer die Differenz, umso groBer die Viskositat. Er findet, daB 
mit dem Alter der Zelle die Geschwindigkeit der Mikrosomen die 
gleiche bleibt, die der Chloroplasten aber zunimmt. Bei den 
Characeen liegen zwar die Chloroplasten normalerweise in der ruhen- 
den wandstandigen Plasmaschicht eingebettet, doch finden sich auch 
immer einige, die in das stromende Plasma hineingeraten sind, was 
man bei Hormann, Rhumbleb, Linsbauer u.a. erortert findet. Ich 
habe verschiedentlich versucht, die Geschwindigkeit dieser Chloro- 
plasten im Verhaltnis zu der der Mikrosomen zu bestimmen. Da 
aber die Stromung nie ganz gleichmaBig verlauft, variieren die 
Ergebnisse der einzelnen Messungen und je mehr man die Messungen 
hauft, desto weniger eindeutig werden die Ergebnisse. Bei Chara 
fragilis wurden in einem unberindeten Internodium 120 fi zuruck- 
gelegt von 


Mikrosomen 

Plastiden 

Mikrosomen 

Plastiden 

2,7 

2,6 

2,6 

2.3 

2,8 

2,6 

2,4 

2,4 

2,7 

2,5 

2,4 

2,5 

2,4 

2,6 

2,6 

2.4 

2,2 

2.6 

2,6 

2,4 Sekunden. 


Der Durchschnitt von 10 Messungen betragt fiir Mikrosomen 2,53, 
fur Chloroplasten 2,49 Sekunden. Weitere 10 Messungen anderten 
das Ergebnis: 
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Mikrosomen 

Plastiden 

Mikrosomen 

Plastiden 

2,4 

2,6 

2,4 

30 

2,4 

2,8 

2,6 

2,5 

2,8 

2,9 

2.4 

2,5 

2,6 

2,8 

2,7 

2,5 

3,1 

2,6 



2,5 

2,6 

Mittel 2,59 

2,68. 

Weitere 10 Messungen stellten etwa das erste Bild wieder her. 

2,4 

2,6 

2,6 

2,6 

2,7 

2,5 

2,6 

2,4 

2,8 

2,6 

2,4 

2,4 

2,6 

2,6 

2,3 

2,6 

2,4 

2,4 



2,6 

2,6 

Mittel 2,54 

2,51. 


Der Mittelwert der 30 Messungen ergibt schliefilich folgendes 
Ergebnis : Geschwindigkeit der Mikrosomen 2,55, der Chloroplasten 
2,56. Das wiirde auf eine sehr hohe Plasmaviskositat schliefien 
lassen. Ganz entsprechend waren die Ergebnisse von Messungen, 
die an Rhizoiden derselben Spezies vorgenommen wurden. Hier 
betrug in einem Fall die mittlere Geschwindigkeit der Mikrosomen 
4,62, die der durch reichliche Starkebildung stark angeschwollenen 
Plastiden 4,63 sec. fur die gleiche Strecke von 120 ,« Lange. Derartige 
Beobachtungen fiihrten mich stets zu dem gleichen Ergebnis, dafi 
bei den Charazeen ein mefibarer Unterschied zwischen der Gesch- 
windigkeit der Mikrosomen und der gelegentlich mitgefiihrten 
Plastiden nicht besteht. 

In den angefiihrten Fallen wurden die Geschwindigkeitsmessun- 
gen bei Mikrosomen und Plastiden an derselben Stelle des Zellanga-- 
schnittes durchgefiihrt. Verfolgt man aber einen bestimmten 
tropfenformigen Plasmaeinschlufi bei schwacherer Vergrofierung 
liber eine langere Wegstrecke, so kann man leicht feststellen, dafi 
nicht alle Teilstrecken, in die man die Gesamtstrecke am besten mit 
Hilfe des Okularmikrometers zerlegt, mit der gleichen Geschwindig- 
keit durchmessen werden. Es wurde dabei so vorgegangen, daS 
zunachst die Geschwindigkeit, mit der die ersten zehn Teilstriche 
zuriickgelegt wurden, festgestellt, wahrend der Tropfen die 2. zehn 
Teilstriche durchlief, die Uhr wieder auf Null gesetzt und dann die 
nachste Teilstrecke wieder gemessen wurde. Man erhalt so f iinf 
Ablesungen wahrend des Durchganges durch die 100 Teilstriche des 
Okularmikrometers. Um nicht den betreffenden Tropfen aus dem 
Auge zu verlieren, wurden die Ablesungen und Notizen von einer 2. 
Person ausgefiihrt, wahrend der Beobachter die Stoppuhr bediente, 
ohne das Auge vom Okular zu entfernen. Auf diese Weise wurden 
z.B. folgende 15 Tropfen unmittelbar nacheinander verfolgt; 
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Teilstriche 

I 

II 

III 

IV 

V ■ 

VI 

VII 

VIII 

10-20 

6,1 

5,6 

6,2 

6,4 

6,5 

7,3 

6,3 

6,0 

30-40 

5,1 

5,6 

5,7 

5,5 

5,6 

6,1 

5,4 

5,4 

60-60 

5,1 

5,4 

8,0 

5.2 

6,1 

6,3 

5,5 

5,3 

70-80 

5,0 

5,3 

7,5 

5,2 

5,3 

6,2 

5,7 

5,5 

90-100 

4,9 

5,2 

7,6 

5,0 

^,.9 

6,7 

5,0 

4,7 


IX 

X 

XI 

XII 

XIII 

XIV 

XV 


10-20 

6,3 

6,6 

6,8 

5,7 

6,6 

6,3 

7,1 


30-40 

5,2 

5,1 

5,8 

5,2 

5,7 

5,0 

6,10 


50-60 

5,5 


5,6 

5,1 

6,1 

4,9 

6,5 


70-80 

5,5 

*4,7 

5,9 

5,2 

6,3 

4,7 

6,4 


90-100 

4,9 

4.5 

5,6 

4.3 

5.4 

4,7 

5.6 



Die Grofie der verfolgten Plasmaeinschliisse war verschieden, ihre 
Form konnte sich wahrend des Stromens andern. Meist bestand eine 
solche Gestaltsanderung in einem tjbergehen von der Kugel zum 
Ellipsoid. Ein Blick auf die Tabells zeigt, da6 die Geschwindig- 
keitsmaxima nicht regellos verteilt sind, sondern bis auf wenige Aus- 
nahmen in der letzten Teilstrecke gemessen wurden. Die Ausnahmen, 
welche iibrigens zeigen, dafi die gefundene Regelmafiigkeit nicht auf 
einem Beobachtungsfehler beruht, zeigen alle die Maxima in der 2. 
Oder 3. Teilstrecke. Die Minima liegen alle mit einer Ausnahme in 
der ersten der kontrollierten Teilstrecken. Diese Beobaehtungen sind 
fur die Methodik der Geschwindigkeitsbestimmung von Bedeutung. 
Es geht aus ihnen hervor, dafi man bessere Durchschnittswerte 
erhalt, wenn man nicht alle Ablesungen an ein und derselben eiig 
begrenzten Stelle ausfiihrt, sondern entweder an verschiedenen 
Stellen, oder den Mittelwert aus einer moglichstlangen Strecke 
errechnet. Was sodann die Ursache fur die VergroBeruiig oder Ver- 
minderung der relativen Geschwindigkeit an einer bestimmten Stelle 
anlangt, so kbnnte die Erscheinung wohl rein physikalisch zu 
erklaren sein, indem hier irgendwelche Hindernisse oder Reib ungen 
fehlen resp. vorhanden sind. Jedenfalls liefi sich feststellen, dafi sich 
auch der entgegengesetzt gerichtete Strom ganz entsprechend ver- 
hielt. Zeigte z.B. der eine Strom beim Eintritt in das Gesichtsfeld 
die gr6l5te Geschwindigkeit, bei seinem Austritt die geringste, so 
wies der entgegengesetzte bei seinem Eintritt die geringste, bei 
seinem Austritt die groBte auf. Als Beispiel seien folgende 
nacheinander ausgefiihrte Messungen angegeben: 



1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

Teilstrecke 

Eintritt : 

7,1 

6,1 

6,5 

6.4 

5,6 

Austritt 

Austritt : 

7.2 

6.2 

5,9 

5,4 

5,0 

Eintritt. 



316 


W. Lindenbein 


Cytologia, Fujii jub. vol. 


Beide Strome flieBen also unbeschadet ihrer Riehtung an denselben 
Enden der Zelle mit derselben relativen Geschwindigkeit. 

Setzt man Geschwindigkeitsmessungen langere Zeit hintereinander 
fort, so kann man hauflg die Feststellung raachen, dafi die Stromungs- 
geschwindigkeit leichteren oder starkeren Schwankungen ausgesetzt 
ist. So -wurden z.B. 25 Beobachtungen hintereinander etwa eine halbe 
Stunde lang an derselben Zellenstrecke ausgefiihrt. Wahrend der 
ersten 10 Messungen fiel die Geschwindigkeit kontinuierlich von 4,23 
auf 4,84, zeigte wahrend der nachsten 10 Messungen geringe 
Schwankungen, die in eine schwache Beschleunigung iibergingen, die 
sich dann weiterhin fortsetzte. Starker werden die Schwankungen, 
wenn man die Beobachtung fiber grofiere Zeitraume ausdehnt. 
Allerdings mu6 man dann die jeweilige Temperatur berficksichtigen, 
wenn es auch nicht richtig ist, dafi zu einer bestimmten Temperatur 
eine ganz bestimmte Stromungsgeschwindigkeit gehore, wie 
Hoemann anzunehmen scheint. 


6. August 11 Ulir 30 

20° 

3,85 

10. August 16 Uhr 30 

22° 

3,37 

16 

20° 

3,83 

11. 

10 „ 

24° 

2,83 

7. „ 10 „ 

20° 

3,76 


17 

24° 

3,21 

13 „ 

21° 

3,69 

12. 

„ 16 

21° 

3,61 

8. 10 

20° 

3,80 

16. 

„ 10 „ 

24° 

2,93. 

10. „ 9 „ 

23° 

3,21 






Werden die Zellen unter ungfinstigeren Bedingungen gehalten, 
z.B. in Petrischalen liegend, so tritt ganz allgemein eine kontinuier- 
liche Verlangsamung der Stromung ein, die aber erst zum Stillstand 
kommt, wenn die Zellen deutliche Desorganisationserscheinungen 
zeigen. Z.B. : 


19. 

Mai 

22° 

3,07 

25. 

Mai 

22° 

3,66 

20. 


22° 

3,10 

26. 

>> 

22° 

3,82 

21. 

>» 

23° 

2,83 

27. 

1$ 

22° 

4,35 

22. 

>> 

22° 

3,09 

28. 


22° 

4,62 

23. 


22° 

3,32 

29. 


22° 

4,87. 

24. 

»» 

22° 

3,63 






Eine gelentliche, an einem unberindeten Internodium von Chara 
fragilis gemachte Beobachtung zeigt, dafi solche Verlangsamung der 
Stromung mittelbar zustande kommen kann. Nachdem das Plasma 
dieser Zelle tagelang mit annahernd der gleichen Intensitat gestromt 
war, trat etwa am 10. Tag eine deutliche Verlangsamung auf. 
Gleichzeitig zeigte sich in der Zelle ein groBer dunkelbrauner Klumpen 
einer kornigen Masse, oifenbar absterbendes oder doch geschadigtes 
Plasma darstellend. Dieser Plasmaballen hat infolge seiner GroBe 
und Gestalt sehr viel mehr Reibung zu fiberwinden als die fibrigen 
Partikel, so dafi seine Geschwindigkeit bedeutend langsamer ist. 
Dadurch hauf en sich die anf angs im ganzen Plasma der Zelle 
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zerstreuten olartigen Tropfen hinter ihm an, da sie ihn einholen, 
jedoch nicht an ihm vorbeikonnen. Einige Stunden spater sind alle 
Tropfen in einer langen Reihe hinter dem Plasmaballen angehauft 
und folgen ihm kometenschweifartig. Es schien, da6 auch die 
Mikrosomen das Hindernis schwer passieren konnten, so dafi, ohne 
daB eine sichtbare Stauung aufgetreten ware, das gesamte stromende 
Plasma schliefilich die Geschwindigkeit des Plasmaballens anzuneh- 
men gezwungen war. Ob freilich stets derartige Hindernisse die 
Ursache der Verlangsamung sind, ist nicht erwiesen. Jedenfalls ist 
die verschiedentlich in alteren Kulturen von mir beobachtete 
Erscheinung der Plasmaballung als Desorganisation anzusprechen 
und ist nicht mit den von Rhumbler (1902), StalberG (1927) und 
Linsbauer (1929) eingehender behandelten, in der Vakuole rotieren- 
den Plasmaballen identisch. Die von mir beobachteten Plasma- 
anhauf ungen unterscheiden sich dadurch, dafi sie im strbmenden 
Plasma sich befinden, nicht rotieren, sondern weiter geschoben 
werden, infolgedessen auch nicht abgerundet erscheinen, sowie auch 
in ihrer Struktur. 

Um die Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Plasmastromung 
vom Alter der Zellen zu studieren, erwies sich Nitella, flexilis als ein 
sehr geeignetes Objekt. In embryonalen Zellen ist niemals 
Stromung zu beobachten. Sobald das Streckungswachstum beginnt, 
gerat das Plasma in lebhafte Stromung. In der nachst alteren Inter- 
nodialzelle kann die Geschwindigkeit noch gesteigert sein, in der 
nachsten ist sie merklich geringer und zeigt die Intensitat der iibrigen 
Internodien. Es scheint, da6 die Stromungsgeschwindigkeit mit der 
Intensitat des Wachstums in Beziehung steht und eine grofie Periods 
aufweist. Es seien nur f olgende Beispiele angef iihrt : 


1. 

Interned. 



— 

2. 

tt 

6,5 

5,6 

5,1 

3. 

ff 

5,5 

4,9 

6,1 

4. 

ff 

7,3 

6,2 

6,2. 


Schon Velten (1873/1876) zog aus den Beobachtungen, die er 
am stromenden Plasma machte, Schliisse auf die Struktur und 
den feineren Bau des Protoplasmas und gelangte zu 
einer recht komplizierten Auffassung. Seine Annahme fester, 
fibrillarer Strukturen, die das stromende Plasma in bestimmte Bahnen 
lenkte, hat namentlich fur Pflanzenhaare eine Reihe Verfechter 
gefunden, doch wird von alien neueren Autoren die Annahme fester 
Strukturen im pflanzlichen Protoplasma geleugnet. Dafi man bei 
Charazeen schneller und langsamer stromende Zonen unterscheiden 
konne, wurde oft behauptet. Was den Langsverlauf der Stromung 
angeht, so haben wir dergleichen oben selbst beschrieben, die Dicke 
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der stromenden Schicht war aber nicht gro6 genug, urn mit Sicher- 
heit verschiedene nebeneinander gelegene Zonen unterscheiden zu 
konnen; die gleiche Berner kung findet sich bei Linsbauer (1929). 
Mit absoluter Sicherheit sind nur die stromende und die ruhende 
Plasmaschicht, in welche die Plastiden eingebettet sind, zu unter- 
scheiden. Indirekte Schliisse auf die plasmatische Struktur laBt 
aber die Beobachtung der Plastiden, ihre Gestalt und Verteilung zu. 

Seit langem ist bekannt, dab die Plastiden in den Zellen von 
Cham und Nitella langgestreckt sind, wo das Plasma stromt, am 
Indiflferenzstreifen jedoch kuglig abgerundet erscheinen. Der In- 
diiFerenzstreif en selbst ist frei von Plastiden, was nicht verwunderlich 
erscheinen kann, da , nach Votava (1914) hier die Membran eine 
schwach ins Zellumen hineinragende Langsleiste gebildet hat, eine 
Angabe, die allerdings m.W. bisher nie bestatigt wurde und mir 
zu beweisen nicht gelang. Nach der Darstellung Lundegardhs 
(1922), der sich auf Hormann, Kuhne und Rhumbler stiitzt, werden 
die Plastiden passiv von der Stromung in die Lange gezogen. Dafiir, 
daB die Plastiden Fliissigkeitscharakter haben und vom umgebenden 
Plasma passiv geformt werden konnen, fiihrt Kuster (1935) eine 
Reihe von Beispielen an. Wenn aber in unserem Fall wirklich die 
Stromungen fiir die Form der Plastiden verantwortlich gemacht 
werden soil, diirften in j ungen Zellen die Plastiden nicht lang- 
gestreckt erscheinen, ferner miiBte bei voriibergehendem Stillstand 
der Stromung auch eine Veranderung der Plastidengestalt zu 
beobachten sein. Meine darauf gerichteten Beobachtungen haben 
ergeben, dafi in jungen Zellen, in denen noch keine Stromung auf- 
getreten ist, die Plastiden allerdings rundlich erscheinen. Ein 
vorubergehender Stillstand, etwa durch einen schwachen Stofi auf die 
Zelle ausgelost, hat keinerlei EinfluB auf die Plastidengestalt. Starke 
Quetschung jedoch, die einen Teil der Zelle zerstort, ruft sofort auch 
in den ferner gelegenen Teilen der Zelle Abrundung der Plastiden 
hervor. Die gleiche Erscheinung, die sogar oft mit einer voll- 
standigen Verwischung des Indifferenzstreifens verbunden sein kann, 
iSBt sich erreichen durch Abtoten mit Alkohol, wenn dieser sehr 
vorsichtig an die Zelle herangebracht wird. Eine starke Alkoholgabe 
fiihrt dagegen sofort zur Gerinnung und fixiert die Plastiden in ihrer 
Gestalt, die sie zur Zeit des, normalen Stromens hatten. Derartige 
Veranderungen der Plastidengestalt sind aber stets irreversibel, 
stehen also mit viel tiefer greifenden Strukturveranderungen in 
Zusammenhang, als es eine blosse Sistierung der Plasmastrbmung 
darstellt. Das bestatigt durchaus die Beobachtungen Linsbauers. 
Auch seiner SchluBfolgerung, daB die Ursache der Form der Plastiden 
in einer besonderen physikalisch-chemischen Struktur des sie 
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umMllenden Plasmas zu suchen sei, ist unbedenklich zuzustimmen, 
Seine Auffassung, daf5 auch die Plasmastromung bei Charazeen an 
die Unversehrtheit des Aufienplasmas gebunden sei, ist nach meinen 
Beobachtungen gut begriindet. 

Von Plasmastrukturen ist in fixierten Praparaten wenig zu 
erkennen (Abb. 1 bis 3). Zwar unterscbeidet sich das Plasma in 
alteren langgestreckten Zellen, deren Lumen zum grofiten Teil von 
der Vakuole eingenommen wird, durch seine Grobkbrnigkeit und 
starkere Farbbarkeit von dem der jungen Zellen. Ferner kann man 
in gut fixierten Zellen erkennen, da6 das Plasma der ruhendefi 
Wandschicht dichter und feiner strukturiert erscheint als das 
stromende der Vakuole zunachst liegende Plasma. Wabige oder 
schaumige Struktur laBt sich nur gelegentlich, wohl als Artefakt, 
in jungen embryonalen Zellen nachweisen, niemals dagegen im 
Plasma der Internodien. 

Die Form der Plastiden ist bei Anwendung des Flemmingschen 
Gemisches meist recht gut erhalten. Der Unterschied der Plastiden- 
form in den langen Internodialzellen und in den nichtstromenden 
jungen Zellen ist auffallend genug. Nur in ersteren findet man 
ausgesprochen in die Lange gezogene Chloroplasten (Abb. 4 bis 6). 

DaB das Plasma eine dem Wachstum folgende spiralige Struktur 
haben musse, ist nach Kuster aus dem Verhalten der Plastiden, die 
sich bei den Gharazeen zu schraubenartig gewundenen Ketten zusam- 
menlegen, zu schlieBen. Auf die gleichen struktuellen Eigentum- 
lichkeiten des ruhenden Plasmas ist die Stromungsrichtung des 
strdmenden zuruckzufuhren. Die entgegengesetzte Ansicht 
Ehumblers, nach der die Stromung die Lagerung der Chloroplasten 
bestimmt, hat bereits Linsbauer eingehend behandelt und ira Zu-. 
sammenhang mit der NAGELlschen Auffassung gewertet. Die von 
Ehumbler erwahnte Tatsache, daB vom Plasma mitgefflhrte Chloro- 
plasten in zufallig vorhandene Lticken der . Plastidenreihen wieder 
eingefiigt wiirden, habe ich ebensowenig wie Linsbauer je gesehen. 
Da die Eeihenanordnung durch Schadigung des AuBenplasmas 
gestort werden kann, also auch dutch Veranderung der physikalischen 
Beschaffenheit des letzteren, scheint sie rein physikalisch erklarbar 
zu sein. Es sei darauf hingewiesen, daB wir auch in gewissen 
Schaumen eine saubere Eeihenanordnung der einzelnen Blasen 
beobachten konnen (Abb. 8). 

Wenn es gelingt, Ubergangsbilder zu fixieren, welche die 
Chloroplasten beim Abkugeln durchlaufen, sind die von Linsbauer 
beobachteten Fusionen sehr deutlich zu erkennen (Abb. 7). Die 
eigentumlichen Formen und die oft haarfein ausgezogerien Enden 
der Plastiden lassen auf starke Bewegungen innerhalb der „ruhenden“ 
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Plasmaschicht im Augenblick des Absterbens, d.h. wahrend des 
Nachlassens der im lebenden Zustand in ihm vorhandenen Span- 
nungen, schlieSen. 

Zusammenfassung 

Die in den Zellen der Charazeen zu beobachtende Plasmarotation 
muB als eine spontane Lebenserscheinung angesehen werden, die nicht 
erst auf Eingriffe praparativer Art bin auftritt. Die sie veranlassen- 
den inneren und aufieren Reize gehoren zur normalen Umwelt der 
Zelle. Die Stromungsgeschwindigkeit ist Schwankungen unter- 
worfen, die sowohl auf aufiere Reize als auch auf innere Bedingungen, 
Alter der Zelle, innere und aufiere Reibung, zuruckgefiihrt werden 
miissen. Die Partien grbfiter und geringster Geschwindigkeit liegen 
ftir langere Zeit innerhalb einer Zelle fest. 

Stromung und Plastidengestalt sind abhangig von bestimmten, 
dem ruhenden Aufienplasma eignenden Strukturen. Bei Schadigung 
des Aufienplasmas treten Strukturveranderungen ein, durch welche 
die Stromung sistiert wird und die Plastidenform wechselt. An 
Mikrotomschnitten fixierten Materials sind charakteristische t)ber- 
gangsbilder,^ welche die Plastiden bei diesem Vorgang durchlaufen, 
nachweisbar, ■! 
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Abb. 1. L^ngsschnitt durch einen SproB von Chara. 

Abb. 2. Plasmatischer Wandbelag in Rind enze lien. 

Abb. 3. Plasma einer Internodialzelle mit Einschliissen. 

Abb. 4. Eine Reihe Plastiden im L^ngsschnitt einer Internodialzelle. 

Tafel 10 

Abb. 5. Lang^estreckte Chloroplasten einer Internodialzelle. 

Abb. 6. RundTiche Chloroplasten in einer jungen Blattzelle. 

Abb. 7. Durch Schadigung des AuBenplasmas hervorgerufene Chloroplastenformen, 
Abb. 8. Reihenanordnung von Luftblasen in LeinOlschaum, 
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The Behaviour of the Nucleolus in the Pollen Mother Cells of 
Certain Members of Nymphceaceae 

By 

Girija Prasanna Majumdar, 

Professor of Botany, Presidency College, Calcutta 
and 

Robmdi*a Mohon Datta, M. Se. 

Research Student, Presidency College, Calcutta 

During the course of investigation on the cytology of several 
species of the Nymphyseaceae, we came across the interesting be- 
haviour of the nucleolus in the pollen mother cells of Victoria regiay 
Nymphaea Sulftirea, Nymphaea rubra and Nymphaea lotus, which 
we desire to record in this note. 

In the resting stage the nucleolus is deeply stained and situated 
mostly at the centre but sometimes it is also seen to lie near the 
periphery of the nuclear cavity. The whole of the nuclear cavity is 
filled with unstained linin strands, granular in appearance. These 
strands gradually merge on to the nucleolus on all its sides. With 
the onset of prophase the nucleolus gives out chromatin buds of 
various sizes from its sides. These buds vary from a minute globule- 
like structure to a big one almost of the size of the nucleolus itself. 
Generally one bud is seen to be cut off from the nucleolus at a time 
but more than one are sometimes noticed. These buds after their 
separation move towards the periphery of the nuclear cavity. 
Afterwards they are fragmented into smaller and smaller ones till 
they become granules and evenly distributed throughout the cavity. 
With the fragmentation and disintegration of these chromatin 
droplets the leptotene threads gradually emerge out. 

As the buds are cut off, the nucleolus is seen to be vacuolate. 
This is the general phenomenon found in Nymphaea lotus, N. rubra 
and N, Sulfurea. Amongst these species, the nucleolus cuts off buds 
much more frequently in Nymphaea Sulfurea, so much so, that even 
after the organisation of the leptotene thread and in the synizetic 
stage, sometimes one or two buds are observed to lie entangled in 
the knot, but later on these buds also get dissolved. It is also 
observed that buds are bigger in size and shape in this species. In 
Victoria regia the nucleolus in the prophase stage gives out buds of 
very small size; mostly one bud is seen to be separated from the 
nucleolus at a time. Along with the formation of the threads, one 
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of them is seen attached to the nucleolus and chromatin flow takes 
place through it until the leptonema stage is properly organised. In 
the synizetic stage the nucleolus, while still attached to this spireme, 
get flattened and crescent-shaped as in Lathyriis odoratus (3) due 
to the continual flow of chromatin from it. But the earlier behaviour 
of the nucleolus in all the species studied is the same. 

Miss Digby (2) was the first to show the nucleolar budding in 
Primula Kewensis and its related hybrids. While studying meiosis 
of Hibiscus mutabilis we (4) showed chromatin budding from the 
nucleolus and discussed the relevant literature and came to the con- 
clusion that the function of the nucleolus, at least in this species, is 
to contribute chromatin to the developing spireme by budding. Re- 
cently Bose (1) observed in the pollen mother cells of Argemone 
mexicana the same nucleolar phenomenon and supported the 
“Chromatin theories” of the nucleolus. 

Prom these observations, we confirm our previous opinion that 
the nucleolus is an important organ of the cell and contributes 
chromatin to the developing spireme by budding. 
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Explanation of Plate 11 

Photomicrographs of pollen mother cells showing nucleolar budding in various 
stages. X690, 

1. Victoria regia. 2. Nymphaea lotus. 3. N. rubra. A^. N. Sulf urea. 
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On the Vital Staining of the Cytoplasmic Granules 

By 

Jun*ichi Morita 

Osaka-Kotogakko, Osaka, Japan 

Introduction 

It is generally known that the cytoplasmic granules, which are 
stained by basic dye, are not only preexistent, as formerly believed 
exclusively (Fischel, 1901; Arnold, 1914; Herzpbld, 1917 ; Mollen- 
DORF, 1918; Parat, 1928; Tanaka, 1932; Gutstein, 1933), but also 
can be formed anew, like the granules produced by acidic dye, out 
of the hyaline matrix by the desolvatation of the colloidal particles 
(Mollendorp, 1924; Chlopin, 1927; Nagel, 1927; Krujukowa, 
1929; Salkind, 1929; Nassonov, 1930; Weiner, 1930; Beams and 
Goldsmith, 1930; Uschin, 1931; Leber, 1931; Alexandrov, 1932; 
Gicklhorn, 1932; Kedrowski, 1935). Here the process of the new 
formation of the vitally stained granules is to be divided into two 
independent processes. First, there is the formation of the granules 
by desolvatation, and, second, the colouring of the formed granules. 
Kedrowski rightly pointed this out in his study of the red blood 
corpuscles of the frog (1935) . He produced the desolvatation granules 
by several anions. I shall present, below, a small experiment pointing 
to the independence of the two processes, producing the desolvation 
through an increase in acidity. The reversibility of the desolvata- 
tion granules by a decrease in acidity will also be touched upon. 

Materials and Methods 

Eggs of sea urchins {_Strongylocentroti^s pulcherrimus (A. 
Agassiz), T oxopneustes pileolus (Lamarck) and Mespilia globulus 
(A. Agassiz)] caught during the winter at The Seto Marine Biologi- 
cal Station have generally great vacuoles (Fig. 1). The vacuole is 
exudate of the matrix of the cytoplasm from the egg containing hardly 
any trace of granules, except some few occasionally. Hence, it may 
be regarded as the typical protoplasm. I shall call the granules which 
exist from the beginning in the vacuole the primary granules, dis- 
tinguishing them from the secondary granules which are formed anew. 
The hyaline vacuole, which contains occasionally a few primary 
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granules, was used for the experiment. The epidermis cell of Rkizo^ 
physa, a planktonic Siphonophora, was used as reference material. 

materials were 
stained beforehand in 
a finger ball or stained 
at the time under a 
cover glass. 

The principle of 
the experiment con- 
sists in the iitilization 
of the great velocity 
of evaporation and 
penetration of acetic 
acid and of ammonia 
into the water and 

Fig. 1. Two hyaline vacuoles exudated from the eggs of the cell and 

Strongylocentrotus pulcherrimus (A. Agassiz). yacuole. The details 

are as follows (Fig. 2) . Under a cover glass (Cg) , which is put upon 
the moist chamber (Me) containing ca. 3 c.c. of water, is suspended 
a small drop of water containing the 
sea urchin eggs (Hd) . A small 
quantity of appropriately diluted 
(reagent 1: destilled water 5-20) 
glacial acetic acid is introduced by a 
pipette (P) into the water of the moist 
chamber. The acetic acid evaporates 
and penetrates into the hanging drop to 
enter next into the cell and vacuole. 

The same applies to ammonia, only the 
action is reversed. Acetic acid acts as 
the desolvatation agent, while ammonia 
acts as the solvatator. 

Methylen blue, Nile blue sulphate 

and Brillant cresyl blue were used as 

the granule stainers. They were al- Fig. 2. Microscope equipped with 

ways administered before the acetic moist chamber. C. Condenser, Gg. 

trPnfmPTit drop, 

LredLmenL. L. Light, M. Mirror, Me. Moist 

An objective lens, Immers. 2 mm chamber, O. Objective lens, P. 
n.A. 1.4 Zeiss make, was used and in PiP^tte, S. stage, Vp. Vaseline- 
some cases a 1/12 fluorite Zeiss lens. paraffin. 

Ocular pieces of Zeiss k 2, k 6, k 8, k 12 and k 18 were attached. 

Special care was taken to keep the cover glass quite clean. It 
was always neutral or somewhat alkaline, to avoid acidity. 
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Observations 

I. First of all, I confirmed the following three points, a). The 
vacuole does not usually produces any new desolvatation granules 
(secondary granules) during the first twenty to thirty minutes, if 
stained only with a vital dye. Occasionally however, one or some- 
times several secondary granules are produced. Twenty to thirty 
minutes under the experimental condition (i.e. under the cover glass 
placed upon the moist chamber and lighted artificially through the 
microscopic condensor) are ample time, because, in the meantime, 
the structure of the nucleus already shows some appreciable change 
i.e. the intensification of a cloudy structure of the chromatin which 
was hitherto inconspicuous, b). The desolvatation granules are 
easily produced without a vital dye in the heretofore hyaline vacuole 
by the introduction of acetic acid into the moist chamber, c) . Adopt- 
ing Methyl red as the acidity indicator, I ascertained that the penetra- 
tion of the acetic acid into the vacuole and therefore the increase in 
cH is the cause of the formation of the desolvatation granules. 

Procedure: — The vacuole is stained vitally yellowish with Methyl red. One 
pipette of a one tenth dilution of the acetic acid poured into the moist chamber 
is enough to produce the desolvatation granules in a few minutes and at the 
same time to change the colour of the vacuole to pink. The granules thus 
formed are equal in colouration to the surrounding fluid in the interior of the 
vacuole, as the Methyl red is not a granule stainer. 

Thus the desolvatation granules are not formed by the vital dye, 
but formed simply through the increase in cH, regardless of the 
presence of the dye. 

II. I stained the vacuole with either Methylen blue, Nile blue 
sulphate or Brillant cresyl blue, which are all good granule stainers. 
The vacuole was then treated with acetic acid vapour, as mentioned 
in the paragraph describing the method. Summarizing many ex- 
periments of the sort, I can state that, in a few minutes after the 
acetic acid was put into the moist chamber, there came into sight 
the desolvatation granules deeply stained, and the tint of the sur- 
rounding fluid in the vacuole became faint. The appearance and 
colouring of the granules seem at first sight to be simultaneous 
phenomena. But, judging from many experiments of this sort (see 
exper. on page 326) , it must be infered that the appelarance of the 
granules happens first and their colouring second. For this inference 
the following model experiment affords strong support. 

Experiment: — Alubumine colloid is tinted blue with methylen blue in a 
test tube. One drop of concentrated nitric acid, hydrochloric acid or sulphuric 
acid poured into the test tube produces immediately a precipitation. The 
precipitation is white at first and soon becomes blue, taking up dye in the test 
tube. 
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The smallness of the diameter of the desolvatation granules in 
the vacuole and the fact that they are not so close as in the case of the 
precipitation in the test tube must have failed in most cases to 
separate the two processes chronogTaphically. 

III. May it not be possible to cause by the use of ammonia the 
disappearance of the desolvatation granules produced by acid? Many 
experiments were repeated and are summarized as follows. It is 
difficult to some extent to cause the primary granules to disappear, 
while secondary granules easily disappear if ammonia is applied 
sufficiently early i.e. soon after the granules begin to appear. Some- 
times the granules disappear even when they are coloured deep with 
Nile blue sulphate. It is not so much difficult to cause the granules 
to reappear after having once disappeared. But I have never suc- 
ceeded in causing the desolvatation granules to disappear a second 
time. Granules are thus only reversible so long as the desolvatation 
process does not go too far. 

I shall reproduce here a specimen paper of my notes. “A vacuole of the 
egg of Tozopneustes pileolus (Lamarck) was stained with Methyl en blue. Half a 
pipette of one tenth dilution of acetic acid was introduced into the moist chamber. 
After one minute and fifty five seconds from the introduction of the acid, granules 
of indistinct contour (secondary granules) begun to appear. Then one pipette 
of 1/10 dilution of ammonia was put into the moist chamber. The granules 
disappeared in a few seconds. The vacuole was blue in colour as before. I 
could not ascertain if the vanished granules had been coloured or not. They seem- 
ed not to have been coloured. Five minutes and twenty seconds from the first in- 
troduction of the acetic acid, was introduced once more one pipette of 1/10 dilution 
of acetic acid into the moist chamber. In one minute, fifteen to twenty granules 
appeared. Then, two pipettes of 1/10 dilution of ammonia were again used. 
But the desolvatation granules after their second appearance could not be made 
to disappear again. They were already irreversible. The pH of the hanging 
drop was above 8 at the end of the experiment. The inside of the vacuole ought 
also be alkaline, yet the granules did not disappear.’^ 

I shall add another observation on the reversibility of the 
granules. A RMzophysa. was vitally stained in toto with Nile blue 
sulphate in a finger ball. The epidermis cell of the tentacle of the 
animal was examined with an ordinary cover-slide equipment. Several 
small blue tinted granules were displaying an active Brownian move- 
ment. They disappeared after eight to ten minutes, not simul- 
taneously, but one by one. The disappearance loas quite sudden and 
complete, leaving not a trace. They must have appeared by the 
desolvatation and disappeared through solvatation. 

Remarks 

It is probable that vital dyes, when taken into the cell, may cause, 
as a stranger to the cell, a certain condition which leads the colloid 
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ampholytes to approach their lEP and to desolvatate themselves. 
But the formation of the granules must not be regarded as the neces- 
sary consequence of the administration of the dye. The granule 
formation may take place or may not. It depends chiefly on the 
toxicity and the quantity of the dye given. There may be many 
factors to lead to the formation of the granules (e.g. the anions of 
Kedrowski) , but the increase of the cH in the cell must be an im- 
portant factor. Any granule stainer is taken up by the granules thus 
formed [Yamasaki, 1934, identified the granules stained with an 
acidic dye (Trypan blue) to those stained with a basic dye (Neutral 
red) ] . 

The process of colouring may be chemical (Leber, 1931) or ad- 
sorptive. This can not be decided at present. But, if it were chemical, 
there ought not be so great a chemical change because the granules 
once coloured are also reversible like the granules not coloured. The 
reversible colouring of the vacuole and cell membrane of the plant 
cell according to the cH of the medium (Strugger, 1936) lends colour 
to this view. 

Conclusions 

1). The formation of the vitally stained granules is separable 
in two independent processes. First there is the desol vatation of 
the colloid particles by the increase of cH or for other reasons, and, 
secondly, the colouration of the formed granules. 2). The granules 
are reversible even when they are coloured. They are formed by 
desolvatation through the increase of cH and made to disappear by 
solvatation through the decrease of cH. 
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Uber Kapsel- und Samenbildung bei Liliam candidam 

Von 

B. Nemec (Praha) 

Seit mehreren Jahren beschaftige ich mich mit Fragen iiber die 
Befruchtung, Kapsel- und Samenbildung bei Lilium cmdidtim. Die 
bisherigen Angaben lauten recht widersprechend. Eines ist sicher, 
da6 namlich bei der typischen, als Zierpflanze kultivierten Lilie 
Kapseln und Samen selten gebildet werden. Als ich die von Conead 
Gessner i.J. 1577 ausgeftihrten Versuche mit abgeschnittenen Sten- 
geln wiederholte und die Narben mit eigenem Pollen bestaubte, erhielt 
ich nur ein einzigesmal Kapseln und Samen. Bei naherer Unter- 
suchung zeigte es sich, dab der eigene Pollen bei den meisten Indivi- 
duen an der Narbe gar nicht keimt, daher aueh keine Befruchtung 
stattfindet. Das hat mich auf den Gedanken gebracht, die Narbe bei 
der Befruchtung mit einer Zuckerlosung zu befeuchten, weil dann 
die Pollenkorner keimen und eine Befruchtung herbeifiihren kbnnten. 
Der Versuch ist tatsachlich gelungen und es gelang so keimfahige 
Samen nach Befruchtung mit eigenem Pollen sicher zu erzielen 
(Nemec, tjber Frucht- und Samenansatz bei Liliwm candidum L. 
Praha 1935). Dabei wurden jedoch auch Pflanzen gef unden, welche 
nach Bestaubung mit eigenem Pollen auch ohne Befeuchtung der 
Narbe mit Zuckerlosung Kapseln und Samen bil den. Allerdings waren 
solche Pflanzen selten. 

Weitere Versuche zeigten, dab es verschiedene Formen der 
weiben Lilie gibt, welche sich in Bezug auf die Bestaubung und 
Samenbildung verschieden verhalten. Es ist ja auch sonst bekannt, 
dab im Grade der Selbststerilitat alle tJbergrange vorkommen 
(Lehmann, Selbststerilitat, Heterostylie, Berlin 1928) . 

Da fiir Cytisus laburnum und einige Corydalis-Axtea. bewiesen 
wurde, dab sich ihre Selbststerilitat abschaffen labt, da bei diesen 
Pflanzen Befruchtung erzielt wird, wenn der Pollen eigener Bliiten 
auf der Narbe verrieben wird, habe ich bei Lilium candidum Versuche 
angestellt, ob sich nicht eine Befruchtung erzielen liebe, wenn die 
Narben vor der Bestaubung durch Kratzen oder Peilen verwundet 
waren. Dieses Verfahren ftihrte tatsachlich zum Ziele und ersetzte 
in den meisten Fallen die Zuckerlosung. Die Basse, welche frilher 
an abgeschnittenen Stengeln nach Befeuchten der Narben und Be- 
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staubung mit eigenem Pollen Kapseln bildete, ohne Zuckerlosung 
jedoch selbststeril zu sein schien, bildete schdne Kapseln und Samen, 
wenn ihre Narben vor der Bestaubung angekratzt oder mit einer 
feinen Stahlfeile verwundet warden. Wenn der Bliitenstand in Ver- 
bindung mit der Zwiebel belassen wurde und die Narben ahnlich 
behandelt wurden, kam es zu einer Befruchtung, die Fruchtknoten 
richteten sich auf, begannen anzuschwellen, stellten jedoch spater 
ihr Wachstum ein, vergilbten, verwelkten und vertrockneten. Bei 
einer anderen Basse kam es an Stengeln, welche in Verbindung mit 
den Zwiebeln blieben und deren Narben vor der Bestaubung gekratzt 
Oder mit einer Zuckerlosung befeuchtet wurden, wahrscheinlich iiber- 
haupt nicht zur Befruchtung, da sich die Fruchtknoten nicht auf- 
warts richteten und friih abstarben, ohne anzuschwellen. 

Am uberraschendsten war fiir mich eine Basse, welche nach 
Bestaubung mit eigenem Pollen auch an Stengeln, welche in Verbin- 
dung mit ihren Zwiebeln verblieben, ohne weitere Behandlung der 
Narbe reife, samenhaltige Kapseln bildet. Diese Basse wird in Lety 
bei Prag kultiviert und ist vielleicht mit der in England gezogenen 
Varietat Salonika, auf welche mich Dr. TiNCKER freundlichst auf- 
merksam gemacht hat, verwandt. 

Bei anderen Bassen entstehen an abgeschnittenen Stengeln, 
welche in Wasser standen, in den Blattachseln Zwiebelchen, welche 
Wiirzelchen trieben und spater abfielen. Sie erschienen nicht nur 
an Stengeln mit unbefruchteten Fruchtknoten, sondern auch an sol- 
chen, welche eine oder zwei Kapseln und keimfahige Samen ent- 
wickelten. An Stengeln, welche in Verbindung mit ihrer Zwiebel 
belassen wurden, erschienen bei dieser Basse solche Zwiebelchen 
(Bulbillen) nicht. 

Aber es gibt eine merkwiirdige Basse, welche dadurch ausgezeich- 
net ist, dafi die Stengel zahlreiche achselstandige Zwiebelchen bilden, 
auch wenn sie in Verbindung mit der Zwiebel bleiben. Nach Be- 
staubung mit eigenem Pollen bildeten diese Piianzen keine Samen. 

Meist vermehrt sich die weiSe Lilie nicht durch Samen, sondern 
durch achselstandige, in ihrer Zwiebel entstehende Nebenzwiebeln. 
Daher besteht das kultivierte Lilium meist aus sich vegetativ ver- 
mehrenden Klonen, welche dabei offenbar ihre Eigehschaften zahe 
behalten. Diese Klone unterscheiden sich von einander nicht nur 
morphologisch, sondern auch in der Art ihrer Vermehrung, insbe- 
sondere was ihre Befruchtungsverhaltnisse betritft. Die Bliitenein- 
richtung der weiBen Lilie weist auf eine Frerndbestaubung hin. 
Aber wie wir gesehen haben, gibt es Bassen, welche gut selbstfertil 
sind und zwar auch wenn ihre Bliitenstande in Verbindung mit der 
Zwiebel verbleiben. ‘ 
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Die Rassen, welche ich bei Lilium candidum bisher beobachten 
und unterscheiden konnte, lassen sich in nachfolgende Gruppen 
einteilen ; 

I. Formen, welche Kapseln und Samen auch dann bilden, wenn 
ihr Bliitenstand in Verbindung mit der Zwiebel verbleibt. 

I. Kapseln und Samen entstehen auch nach autogamer Bestau- 
bung ohne Befeuchtung der Narbe mit einer Zuckerlosung. 

.g. Kapseln und Samen entstehen nur nach allogamer Befruch- 
tung ohne Befeuchtung der Narbe. 

II. Rassen, welche Kapseln und Samen bilden, nur wenn die 
Bliitenstande abgeschnitten und in Wasser gestellt werden. 

A. An den abgeschnittenen Stengeln entstehen keine ach- 
selstandigen Zwiebelchen. 

1. Kapseln und Samen entstehen nach autogamer Bestaubung 
ohne weitere Behandlung der Narbe. 

2. Kapseln und Samen entstehen nach autogamer Bestaubung 
nur wenn die Narben angekratzt oder mit einer Zucker- 
losung befeuchtet werden. 

B. Rassen, welche an den abgeschnittenen Stengeln zahl- 
reiche achselstandige Zwiebelchen bilden, an unversehrten Pflan- 
zen jedoch keine. 

1. Friichte und Samen entstehen auch nach autogamer Bestau- 
bung ohne weitere Behandlung der Narbe. 

2. Friichte und Samen entstehen nach autogamer Bestaubung, 
nur nachdem die Narbe angekratzt oder mit Zuckerlosung 
betupft wurde. 

Bei diesen beiden letzten Rassen tritt Befruchtung auch dann 
ein, wenn die Bliitenstande in Verbindung mit der Zwiebel bleiben. 
Das ergibt sich aufierlich daraus, da6 sich die Fruchtknoten geotro- 
pisch aufrichten und anzuschwellen beginnen. Sie wuchsen z.B., 
wenn die Bestaubung Ende Juni stattfand, bis Mitte August, be- 
gannen dann jedoch zu vergilben und vertrockneten. In keinem 
einzigen Fall gelang es mir an ihnen eine Reifung der Kapsel zu 
beobachten. 

C. An den Stengeln entstehen zahlreiche achselstandige 
Zwiebelchen, auch wenn die Bliitenstande in Verbindung mit 
der Zwiebel bleiben. Die Bliiten dieser Rasse waren normal, 
sie bildeten nach Bestaubung mit eigenem Pollen keine Samen. 
Diese Rasse besafi ich schon vor mehreren Jahren, wo ich noch 
nicht die Methode kannte die Narbe anzukratzen oder mit einer 
Zuckerlosung zu befeuchten. Auch wurden mit dieser Rasse 
keine Versuche iiber den Einflufi des Abschneidens der Bliiten- 
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stande angestellt. Die Zwiebelchen erschienen erst nach dem 
Abbliihen der Pflanzen. 

In alien Versuchen mit abgeschnittenen Stengeln reiften hocb- 
stens nur zwei Kapseln an einem Stengel, auch wenn deren viel mehr 
befruchtet warden und anzuschwellen begannen. Man beobachtet 
haufig, dafi sich am Stengel von deh heranwachsenden Kapseln nach 
unten griine, lebendige Streifen ziehen, wogegen die iibrigen Sektoren 
schou vergilbt oder abgestorben sind. An Stengeln, welche fahig 
sind in Verbindung mit der Zwiebel Kapseln zu bilden, reifen deren 
vier bis fiinf. 

Inwieferne diese Kassen auch bei Verraehrung durch Samen 
bestandig sind, kann jetzt noch nicht gesagt werden. Auch zytolo- 
gische Untersuchungen iiber einzelne Rassen sind erst im Gauge. 
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Appearance of Brown Mutants in X-ray Progenies of 
Homoeogryllus japonicus de Haan 

By 

Kazuo Suzuki 

Botanical Institute, Faculty of Agriculture, 

Tokyo Imperial University 


1933 P 

1934 Fj 

Number 
of X9 

Number 

ofXa 

N? 

Ns 

bs j 

^ 1 

Total 

6 

8 

214 i 

263 

1 

1 

1 

469 


In the course of breeding experiments with Homoeogryllus 
japonicus which normally has a lustrous black body colour, a light 
brown coloured mutant first made its appearance in 1934 in Fi 
progeny of X-rayed parents (Table 1) . The procedure of the X-ray 
treatment of the parents was as follows : Coolidge tube with tungsten 
anticathode, kilovolts 70, milliamperes 3, distance from the anti- 
cathode 30 cm., aluminium filter 1 mm. thick, length of the exposure 
7 minutes. The experimental materials as exposed to the X-rays were 
both female and male insects while still in their larval stage. 

As seem in this 

table, out of 469 Fj Table i 

progeny only one brown 
mutant was obtained, 
besides which one gy- 
nandromorph appeared 
also. 

In order to analyse 
the genetic behaviour 
of this new brown character, breeding experiments have been carried 
out during the last three years. 

The brown male which appeared first in 1934 was caused to mate 
with three normal virgin females which were the progeny of non- 
X-rayed parents. Soon after the crossing each female was separated 
from the others and kept to lay eggs. In the following year three 
pedigree cultures, designated No, A, No. B, No. C, were obtained 

in which a total of 284 Fi 
insects were reared in all 
(Table 2) . These Fi progeny 
comprising 123 females and 
161 males were all normal 
and black in their body colour. 

In the Fi> generations of 
these crosses the alleles, black 


3Sr.B, X? ~ X-rayed female, Xs - X-rayed male, N ? - normal 
black female, N 6 -normal black male, b 5 - brown male , 


Table 2 


Pedigree 

No. 

1934P 

1935Pi 

Total 

9 

6 

1 N9 

i Na 

A 

N9 

b S 

94 

129 ' 

223 

B 

N9 

b$ 

16 

11 

26 

C 

N9 

b 6 

14 

21 

36 

Total ' 

123 

1 

161 

284 
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and brown, wore segregated in a simple Mendelian ratio, i.e., in the 
proportion of about 3:1 which is shown in Table 3. The brown 
character was thus proved to behave as recessive to the normal 

character, black. The Fa 
brown insects were all males 
and their number was nearly 
equal to that of the normal 
coloured males. 

In 1936, the Fa females 
were crossed with the Fa 
males. In the case of cross- 
ings between the Fa females 
and the black Fa males, there 
appeared black females, black males and brown males in a proportion 
of approximately 3:2:1 (cf. Table 4). In another case of crossings 
of the Fa females and the brown Fa males, four classes of segregants 
were obtained in a ratio of 
about 2:2:1:1 (cf. Table 4). 

These results may be ex- 
plained by considering the Fa 
females, though they were all 
phenotypically black, to be a 
mixture of homor and hetero- 
zygotes with respect to the alleles concerned. 

Ohmachi (1927), in his preliminary note, showed that spermato- 
gonial chromosomes of normal H. japonicus consisted of twenty rods 
and one long rod-shaped X-chromosome, making twenty-one in all; 
this observation being recently confirmed by the writer (1934) . 

The spermatogonial chromosomes of the brown mutants were 
examined (Fig. 1), their number and form being quite similar to 
those of the chromosomes found in normal 
insects. 

In his genetical studies on a male inter- 
sexuality of this species, Ohmachi (1932, 1935) 
was led to believe that the production of male 
intersexuality is due to a mutant gene appear- 
ing in the X-chromosome which is single in 
the digametic male. Considering the results 
of the present experiments with the brown 
insects carried out in four generations and 
also the fact that the chromosomes found in 
the brown insects did not show any perceptible difference in their 
number, form, and behaviour from those of the normal ones, it may 


v}iV 

Fig. 1. Spermatogonial 
chromosomes of a brown 
mutant of Homoeogryl- 

Ivjf 'fn/nnn'i.r.'ns v 9300 
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144 1 
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57 
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N? xbS 

92 i 

116 
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Table 3 


Pedigree 

1936 P 2 

Total 

No. 

N? 

Na 

b? 

bs 

A 

256 

129 


323 

608 

B 

72 

48 

— 

38 

168 

C 

134 

89 

— 

66 

289 

Total 

462 

26^ 

' — 

227 

955 


728 J 
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possibly be concluded that the appearance of the brown character 
is due to a mutant recessive gene occurring in an X-chromosome 
which exists in the digametic male sex, as believed by Ohmachi in 
the case of. male intersexuality. . And it may be reasonably sur- 
mised that the mutant recessive gene in the present case was produced 
by some effects of the X-rays in an X-chromosome. 
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Reciprocal Chromosome Translocations Without Semi-sterility 

By 

Walter P. Thompson and Mary G. Thompson 

University of Saskatchewan, Canada 

Semi-sterility is a characteristic of plants which are heterozygous 
for a reciprocal translocation of chromosome segments. This is due 
in most cases to the death of those gametes (50 per cent in all) which 
receive chromosomes occupying adjacent positions in the transloca- 
tion ring. Such gametes are inviable because any two adjacent 
chromosomes must include a normal and an interchange one and 
such a pair will lack a portion of one original chromosome and will 
have a portion of the other duplicated (see diagram 1) . On the other 
hand gametes which receive alternate chromosomes (50 per cent) 
must contain all the original chromatin unduplicated, either in the 
original arrangement or the new, and will therefore be fully viable. 
Thus “adjacent” segregation of the 4 chromosomes in the ring 
produces inviable gametes and “alternate” segregation produces 
viable ones. 

In those naturally occurring types of Oenothera in which large 
translocation circles appear, the segregation is regularly of the alter- 
nate type, as was shown originally by Cleland and subsequently by 
many other authors. Such forms of Oenothera therefore possess a 
mechanism which prevents this type of semi-sterility. The inviable 
gametes in that genus are due to special lethal mutations. Catcheside 
(1935) has produced reciprocal translocations artificially in a segre- 
gate of 0. Lamarckiana (blandina) which normally has no rings but 
only pairs of chromosomes, and has shown that the segregation of 
the artificially produced rings, like that of the naturally occurring 
ones, is alternate (zigzag). The genus appears, therefore, to have 
a natural mechanism which ensures alternate segregation and avoids 
semi-sterility of the usual type (not due to special lethals). 

The purpose of the present paper is to show that alternate segre- 
gation and consequent lack of sterility appears to be the rule in ex- 
perimentally produced reciprocal translocations in wheat. An 
essential feature of the Oenothera situation therefore exists in 
Triticum. 

A number of reciprocal translocations were produced in different 
species of wheat by radiation treatment. The most convenient method 
consisted of placing a glass tube of radon of approximately 25 
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millicuries in the centre of a mass of 300 germinating grains and 
leaving it for 5 hours. A proportion of the resulting plants showed 
several kinds of chromosome alterations. Since a particular altera- 
tion is usually confined to 1 stem and spike on the treated plant, and 
since convenience of cytological preparation requires a whole spike, 
the translocations which have been studied were identified in the 
second generation after treatment, in which all spikes of each plant 
have the same chromosomal constitution. 


ORIGINAL new 



SYNAPSIS RING 



Diagram 1. The usual behaviour of the chromosomes in a reciprocal transloeation'as 
described by several authors for 2^ea and other plants. 


An examination of the remaining spikes of the first plant in 
which a translocation was found in Triticum monococcum gave the 
unexpected result that fertility appeared to be nearly normal. Other 
cases as they were discovered gave a similar result. A careful study 
was therefore made of the chromosome configurations and the sterility 
(both seed and pollen) in heterozygous plants and their normal sisters 
in the second, third and fourth generations after treatment (R 2 , 
Rs , R 4 ) . Five different translocations have been studied. Three 
of them were in T. monococcum which normally has seven pairs of 
chromosomes and 2 in T. durum which normally has 14 pairs. 

In all 5 cases the complex of 4 chromosomes, 2 original and 2 
interchange, presents the usual appearance at diakinesis and often 
at early metaphase. Text-fig. 1 shows 4 adjacent pollen mother cells 
of an aceto-carmine preparation from an R-i plant of translocation 1 
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in T. tnonococcum. In all 4 cells the large translocation ring may 
easily be seen, and in three of them the remaining 5 bivalents may 



Text fig. 1. Photomicrograph of 4 adjacent pollen mother cells of T. monoeoccum, 
translocation 1. The large ring is visible in all 4 and the 6 bivalents may be counted 

in 3 of them. X 1600. 

be counted. Clearly 2 of the normal 7 bivalents are associated in the 
ring. Text fig. 2 is a drawing of an aceto-carmine preparation of 
translocation 2 of T. monoeoccum. It shows the ring of 4 and the 5 
bivalents. At later metaphase the complex does not usually present 
the appearance of a simple ring; this will be described later. 

Pollen mother cells from plants which are heterozygous for each 
of the other 3 translocations show essentially the same conditions. 
At earlier prophase stages the complex takes the usual form of a cross. 

Approximately half the progeny of a plant with rings also show 
rings; the other half are normal. 

In spite of the presence of the reciprocal translocation in the 
heterozygous condition, the fertility in all cases was nearly normal. 
This is shown in Table 1. The letter m in a translocation number 
means that it occurred in monoeoccum; the letter d means durum. 
A + sign under “Ring of 4 chromosomes” means presence ; — means 
absence; consequently a + plant is heterozygous for the transloca- 
tion and a — plant is homozygous normal or interchange. All plants 
in each section of the table are daughters of a single Rs plant and 
were grown in the same row. In collecting the data on seed sterility 
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in T. monococcum, which normally sets only 1 seed per spikelet, the 
total number and the number of empty spikelets in the central part 


Table 1* Percentage of seed and pollen sterility in fourth generation plants 
heterozygous for a translocation and in their normal sibs, all grown in 193^ 


Translocation 

Plant 

Ring of 4 

Per cent sterile 

Per cent 

number 

number 

chromosomes 

ovaries. 

bad pollen 

m 1 

1114 

+ 

7.2 

7.7 


1117 

+ 

2.0 

7.1 


nil 

— 

1.6 

1.1 


1115 

— 

1,1 

4.6 


1116 

_ 

2.4 

1.6 

m 1 

1121 


4.8 

6.6 


1129 

+ 

9.8 

3.6 


1126 


0.9 

1.2 


11216 

— 

U.O 

2.9 

m 2 

1418 

-f 

6.4 

14.2 


1419 


8.8 

8.6 


14110 


6.2 

14.4 


1412 


0.0 

1.69 


1415 

— 

1,6 

5.5 

m 2 

1465 


8.6 

6.5 


1467 


11.7 

8.7 


1451 

. — 

0.0 

1.9 


1469 

” 

2.8 

0.0 

m 2 

1472 

+ 

2.9 

5.0 


1471 


3.6 

2.3 

m 3 

3211 


5.9 

6.2 


3216 


6.9 

18.6 


3217 * 


— 

1,7 

m 3 

3276 

+ 

3.2 

15.6 


3271 

— 

0.0 

8.6 


3272 

— 

1.9 

3.8 

m 3 

8293 

+ 

6.9 

4.0 


32916 


6.5 

13.8 


3292 

— 

0.0 

6,1 


3299 


3.7 

1.7 


32916 

— 

1.6 

1.9 

d 1 

43X10 

+ 

5.1 

7.2 


4314 


0.0 

1.3 


4316 

— 

2.4 

1,4 

d 1 

4323 

4- 

6.0 

5.2 


4324 

+ 

0.0 

6.2 


4825 


7.2 

4.1 

d 2 

14211 

+ 



9.6 


14212 

"b 

7,6 

6.6 


14214 

+ 

4.1 

2.1 


14218 

+ 

3.6 

17.4 


14232 


3.3 

1.4 


14233 

— 

0.0 

4.2 


14234 

__ 

0.0 

7.1 


14236 

— 

4.1 

0.5 


22 * 


340 


W. P. Thompson and M. G. Thompson Cytoiogia, Kuju jub. voi. 


only of the spike were recorded, because in normal plants seeds 
frequently fail to set at the top and bottom of a spike. For any one 
plant the total number of spikelets counted varied from 30 to 120. 
In r. durum only the two lower flowers of a spikelet were counted, 
because under poor conditions the upper flowers may not set seed. 
In collecting the data on pollen sterility at least 100 pollen grains 
and usually more than 300 were counted in aceto-carmine prepara- 
tions. 

It will be observed that the sterility, either male or female, in 
heterozygous ( + ) plants never approaches the expected 50 per cent, 
but on the other hand is usually between 5 and 10 per cent. Since the 
homozygous plants (normal or interchange) usually show from 1 to 
3 per cent, and untreated plants show about the same percentage, it 
is clear that the plants which are heterozygous for the translocations 
show only slightly more sterility than normal. But they are con- 
sistently a little more sterile. 

In table 2 are shown the percentages of sterile ovaries and pollen 
grains in all the plants examined for each translocation and for all 
translocations together. 

Similar data are avail^e for second and third generation plants. 

The reason that plants with the translocations show so little 
sterility becomes evident when the segregation of the 4 chromosomes 
in the complex is studied. In the great majority of cases at late meta- 
phase the complex is not a simple ring but a horizontal figure 8. This 
is illustrated in photomicrograph (text fig. 11) and in the drawings 
(text figs. 3 to 6). An early stage in the transformation of the ring 
into a zigzag structure is shown in text fig. 4, in which 1 chromosome 

is moving over to take 
up a position along- 
side the opposite one 
in the ring. Text figs. 
3, 5, and 6 illustrate 
the appearances com- 
monly seen when the 
metaphase plate has 
been organized. The 
striking similarity to 
the zigzag arrange- 
ment familiar in the 
heterozygous species 
of Oenothera is evi- 
dent. Often this zig- 
zag arrangement may 


Table 2 


Species 

Trans- 

location 

number 

Ringspre- 
sent(+)or 
absents “) 

Per cent 
sterile 
ovaries 

Per cent 
bad 
pollen 

Mono- 


4- 

5.9 

6.8 

coccum 


— 

1.3 

2.4 


2 

-r 

7.7 

8.8 



— 

1.4 

2.5 


3 

4- ■ ' 

6.8 

12.6 




1.3 

3.7 

Durum 

1 


4.1 

6.6 




3.9 

2.1 


2 

'b 

6.1 

9.6 

71 


__ 

1.7 

4.2 

All 

-j- 

6.0 

8.8 




1.6 

3.1 
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at first glance be mistaken for 2 bivalents lying in contact, but careful 
focussing readily shows the true situation. Clearly chromosomes 
which are adjacent will go to opposite poles. This becomes still more 
obvious at the stage 


at which the com- 
plex has broken at 
one point. The ap- 
pearance at this 
time is illustrated 
in photomicrograph 
(text fig. 11) and 
text figs. 7 to 10. 

Arrangements 



2 



such as those illu- 
strated are seen in r\ ^ 

IfrefaTtS TO m 

phase and ana- \__y (J Vv 

phase. Occasionally 4 5 6 V 

the simple ring is 
present at late meta- 
phase and some- \ A P\ 

times the appear- j j \ j 

ance is such that f j fpj )\/^ (Tm 

adjacent chromo- ( /// \ v/\) \\W 

somes must go to \i / 1 \ ^ i\ / \ 

the same pole. But I I j 

the proportion of g 9 ^10 

such cases is small. ^ ^ . 

Text figs. 2-10. 2. Pollen mother cell showing the ring of 4 

Since the chro- chromosomes and 5 bivalents. 3. Zigzag arrangement of 
mosomes involved the chromosomes in the translocation complex and 6 biva- 
in the translocation lents. 4. The ring becoming zigzag. 5 to 10. Different 
alternate in the translocation complex. All are from T. mono- 

. coccum except 8 which is from T. durum. Aceto-carmine 

complex with those smears drawn at a magnification of 1600. 

of the original type, 

and since alternate ones go to the same pole, it is clear that half the 
gametes will receive the 2 original chromosomes and half will receive 
the interchange ones. In either case all the original chromatin will 
be represented and none will be duplicated (see diagram 1), Con- 
sequently all the gametes produced will be viable. The fact that 
plants which are heterozygous for the translocation show slightly 
more seed and pollen sterility than their homozygous sisters is due 
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to the occasional absence of the zigzag arrangement, as described in 
the last paragraph. 

Since the same situation with respect to fertility, associated with 

the same method of chro- 
mosome segregation, has 
been found in 5 indepen- 
dent translocations involv- 
ing 2 species, the re- 
sults may be regarded 
as typical for the genus 
Triticum. 

Catcheside (1935) has 
shown that the same 
alternate disjunction oc- 
curs in artificial trans- 
locations in a form of 
Oenothera, which normal- 
ly has no translocations. 
Nevertheless in most of 
his cases the heterozygous 
plants were at least 50 
per cent sterile and the translocation was not (or only rarely) trans- 
mitted to the next generation. He believes that this is due to lethal 
mutations which occurred at the same time as the translocations. 
The lethal affects all the pollen and most of the eggs which receive 
the interchange chromosomes. No indication of such lethals can be 
found in the data on fertility in the wheat translocations. 

In any case it appears that both the genera Triticum and 
Oenothera have a natural mechanism which insures alternate dis- 
junction from translocation complexes. 

Summary 

Three different reciprocal translocations produced by radiation 
treatment in Triticum monococcum and 2 in T. durum have been 
studied. A plant which is heterozygous for any of them shows nearly 
normal fertility, both of seeds and pollen. This is due to a regular 
zigzag (OewotAero-like) segregation of the 4 chromosomes in the 
translocation ring. 
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Text fig. 11. Photomicrograph. T. durum, transloca- 
tion 1. Below is the translocation complex broken 
at one place and showing the zigzag arrangement. 
X1600. 
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Untersuchung von Chromosomenabschnitten, die cine 
Aberration erlilten haben 

Von 

N. N. Sokolow 

Aus dem Institot fiir experimentelle Biologie za Moskau (Direktor— 

Prof. Dr. N. K. Koltzoff) und dem Ukrainiseben Institut 
fiir experimentelle Medizin zu Charkow 

In Zusammenhang mit allgemeinen Problemen des Mutations- 
prozesses, insbesondere in Zusammenhang mit der Frage nach dem 
Mechanismus der Chromosomenaberrationen, war es von Interesse, 
eine eingehende zytologische Untersuchung von Chromosomenab- 
schnitten durchzufiihren, in denen eine Chromosomenaberration statt- 
gefunden hat. 

Zur Untersuchung dieser Frage konnten die Riesenchromosomen 
aus den Speicheldriisezellen von Drosophila herangezogen werden, 
denn in diesen Chromosomen lassen sich ja 1-2 Gene ergreifende 
Veranderungen erkennen, die zytologisch in Verlagerungen einer 
Scheibe, ja zuweilen auch nur eines Teiles einer Scheibe zum Aus- 
druck kommen (Muller und Prokopyewa 1934, Mackensen 1935 
u.a.) . 

In der gegebenen Arbeit wurden iiber 70 Chromosomenaber- 
rationen bei Drosophila melanogaster untersucht. Es handelt sich 
meistenteils um reziproke Translokationen zwischen dem III. und 
IV. Chromosom, doch wurden auch andere Typen von Aberrationen 
untersucht. 

Die meisten reziproken Translokationen zwischen dem III. und 
IV. Chromosom waren von N. W. Dubowsky und L. W. Kelstein 
(Charkow) erhalten worden und wurden uns von ihnen zur Ver- 
fiigung gestellt, wofur der Verfasser ihnen innigst dankt. 

Der zytologischen Analyse wurde die von Bridges (1935) 
zusammengestellte Karte zugrunde gelegt. In alien Fallen, mit nur 
sehr seltenen Ausnahmen, stellten unsere Beobachtungen Strukturen 
test, die vollig mit Bridges’ Abbildung iibereinstimmten. Die Aus- 
nahmen betrafen hauptsachlich allerdiinnste Scheiben, wobei wir sie 
nicht mit Sicherheit feststellen konnten. Zuweilen hingegen wurden 
Scheiben gefunden, die auf der Karte fehlten. 

In Zusammenhang mit diesem und ahnlichen Umstanden kann 
die Frage nach einer gewissen Relativitat der angewandten Methode 
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airftreten, doch werden Fehler in den SchluSfolgerungen im gege- 
benen Falle durch die vergleichende Analyse heterozygoter Struk- 
turen beseitigt, wo als Kontrolle die Struktur des normalen Chromo- 
soms dient, das bei denselben Farbungs-, Fixierungs- u.a. Bedingun- 
gen untersucht wird. 

Zudem hatte eine bedeutende Zahl der Briiche in Gegenden 
zwischen oder in der Nahe scharf hervortretender Scheiben statt- 
gef unden. 

Die Briiche des IV. Chromosoms finden gewohnlich, wie dies 
schon bekannt ist (Painter 1935; Dubinin, Sokolow u. Tiniakow 
1935) , in einer recht begrenzten Region statt. Dabei sah das Bild 
des proximalen sich links von der Grenze 101 nach Bridges’ Karte 
befindenden Abschnittes des IV. Chromosoms auf unseren Praparaten 
immer kompakt aus, dabei im Grunde genommen aus 3 Teilen be- 
stehend (s. Dubinin, Sokolow u. Tiniakow 1935) . Praktisch ver- 
schmelzten sie zu einem sich dunkel farbenden Abschnitt. Gewohn- 
lich lafit sich dieser Abschnitt leicht im translozierten Chromosom 
flnden, das standig^' einen gewissen Teil dieses Abschnittes tragt. 

Zur Illustration der tjbereinstimmung unserer Beobachtungen 
iiber die Struktur der Chromosomen mit der Karte als auch des 
Charakters der Briiche des IV. Chromosoms seien hier heterozygote 
Translokationen III-IV angefiihrt (Abb. 1) . 

Hier muB bemerkt werden, daB auf den welter unten an gefiihr- 
ten Abbildungen genau nur die Struktur recht begrenzter Chromo- 
somenabschnitte wiedergegeben wurde, die gewohnlich bestimmten 
mit Buchstaben bezeichneten Abschnitten oder sogar Teilen solcher 
Abschnitte, bis zu einem charakteristischen Punkt in ihnen (einer 
Scheibe u. dgl.), der Karte Bridges’ entsprechen. Die iibrigen 
Abschnitte sind nur durch in die Augen fallende Scheiben vertreten 
und dienen zur Klarung der Lage des genau untersuchten Abschnittes 
im Chromosom. So z.B. ist auf der Abb. 9 (Einfiigung aus dem 
IV. Chromosom ins III.) genau nur der Abschnitt 99 C, die iibrigen 
Abschnitte hingegen nur in allgemeinen Ziigen abgezeichnet. 

Die Analyse unter dem Mikroskop ergriff aber gewohnlich 
groBere Abschnitte als die, deren Struktur genau auf den Abbildun- 
gen wiedergegeben ist. 

Bevor wir zur Darlegung des Tatsachenmaterials iibergehen, 
miissen noch einige Momente erbrtert werden, die mit chromosomalen 
Verlagerungen verkniipft sind und wesentliche Bedeutung fiir unsere 
Betrachtungen haben. 


I) Die Aberrationen, an denen das IV. Chromosom beteiligt ist, warden mit 
Hilfe des LageefEektes des Gens c.i. gefunden. 
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Einige Eigentiimlichkeiten der Chromosomen- 
aberrationen 

Fiir die Chromosomenaberrationen sind folgende zwei Eigen- 
tiimlichkeiten festgestellt worden, die Bezug auf die hier in Rede 
stehende Frage haben. 

Eine der Eigentiimlichkeiten der Chromosomenaberrationen be- 
steht im phanotypischen oder letalen Effekt, der eine bedeutende 
Zahl dieser Mutationen begleitet. Dieser in der Nahe der Bruchstelle 
entstehende Effekt weist auf eine Veranderung der Erbsubstanz im 
gegebenen Punkt des Chromosoms hin. 

Die zweite Eigentiimlichkeit des Prozesses der Chromosomen- 
aberrationen besteht darin, da6 jede Chromosomenaberration nicht 
weniger als zwei Briiche aufweist. Daher sehen wir, dafi alle Trans- 
lokationen reziprok sind, wahrend andererseits Aberrationen mit 
nur einem Bruch nicht beobachtet werden. 

Fiir Chromosomenaberrationen, die in genetisch aktivem Material 
stattfinden, kann dieser Satz als bewiesen betrachtet werden. Die 
endgiiltige Losung dieser Frage war mit dem Studium der Riesen- 
chromosomen in den Speicheldriisen verkniipft, doch wurde sie auch 
schon friiher diskutiert. So stellte B. McClintock im Jahre 1931 in 
ihren zytologischen Untersuehungen der Meiosis bei Zea mays fest, 
daS alle von ihr gefundenen Translokationen reziprok sind, und im 
Jahre 1932 gab dieselbe Verfasserin ein Schema der Entstehung 
dieser Translokationen auf Grund nichthomologer Konjugation. 
H. J. Muller (1932) kam der Losung der uns hier interessierenden 
!Frage am nahesten; auf Grund von an Drosophila erhaltenen Tatsa- 
chen stellt er die Frage in ihrem ganzen Umfange, gibt ihr aber 
nicht eine vollige und positive Losung, indem er darauf hinweist, 
daB der reziproke Charakter der Briiche nicht eine universelle Regel 
ist; im Jahre 1934 fiihrt er weiter gleich Belling Schemata einfacher 
(nicht reziproker) Translokationen und End-deficiency’s als einige 
der Mutationstypen an. N. P. Dubinin, G. G. Tiniakow und N. N. 
SOKOLOW (1935 und unveroffentlichte Angaben) haben aber bei der 
Untersuchung der Chromosomen in Speicheldriisekernen bei Fi- 
Nachkommen von rontgenisierten Mannchen festgestellt, dafi alle 
Chromosomenaberrationen (die in aktiven Regionen der Chromoso- 
men stattgefunden haben) mit zwei oder mehr Briichen verkniipft 
sind und daB Aberrationen mit nur einem Bruchpunkt nicht vor- 
kommen. 

Eine von diesen Verfassern durchgefiihrte eingehende Analyse 
fuehrer Hundert einfacher und komplizierter Aberrationen zeigte, 
daB diese Eigentiimlichkeit eine allgemeine Regel fiir alle Typen von 
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im aktiven Teil der Chromosomen stattfindenden chromosomalen 
Verlagerungen ist. 

Beide behandelten Eigentiimlichkeiten der Chromosomenabber- 
rationen haben Bezug auf die uns in dieser Arbeit interessierenden 
Fragen und werden unten besprochen werden. 


Untersuchung der Chromosomenstruktur im Punkt 
der Chromosomenaberration 

Wiederholt ist die Meinung ausgesprochen worden, da6 die 
Chromosomenaberrationen von Zerstorungen und Verlusten in der 
Erbsubstanz begleitet werden. Im Falle kiinstlich ausgeloster 
Chromosomenaberrationen wurden diese Veranderungen einer direk- 
ten Oder indirekten Wirkung der X-Strahlen zugeschrieben. In die- 
sem Falle stellte man sich die Chromosomenaberrationen als grobe 
Veranderungen vor, die hauptsaehlich unter Einwirkung au6erer 
Ursachen entstehen. 

In gewissem Ma6e kommt diese Vorstellung auch in jener 
Hypothese iiber den Entstehungsmechanismus der Chromosomenaber- 
rationen zum Ausdruck, die eine Zerstiickelung des Chromosoms und 
eine darauf f olgende Anheftung der freien Pragmente annimmt. In 
allgemeinerer Form wurde diese Hypothese von Stabler (1932) 
ausgesprochen. Die mit diesem Problem verkniipften Fragen sind 
wiederholt diskutiert worden (Bribges 1923, Muller und Altenbueg 
1930, Nawaschin 1931, Muller 1932, Lewitzky und Araeatian 
1933, Dubinin und Khvostova 1935 u.a.). 

Der letale Effekt und der sichtbare phanotypische Effekt, die 
eine gewaltige Zahl von Chromosomenaberrationen begleiten, wiesen 
gleichsam auf das Vorhandensein von Zerstorungen in den Aberra- 
tionen erlittenen Chromosomen hin. Eine ganze Reihe von Autoren 
sprach sich fur die Vorstellung aus, dafi der die Chromosomenveran- 
derungen begleitende letale Effekt die Folge solcher Zerstorungen 
in der Erbsubstanz ist (Bridges 1923, Muller u. Altenbueg 1930, 
Dembrec 1935, Mackensen 1935 u.a.) . 

Neben solchen Vorstellungen wurde aber auch die Moglichkeit 
einer Erklarung der letalen Effekte als eine Erscheinung des Posi- 
tionseffektes erwogen. So z.B. behandeln Muller und Altenbueg 
in ihrer Arbeit des Jahres 1930 diese Moglichkeit, lehnen sie aber 
ab. Weiter aber beginnt Muller (1932) dieser Erklarung des 
letalen Charakters der Chromosomenaberrationen eine groSe Bedeu- 
tung zuzugestehen. Andere Autoren sprachen sich auch f iir die 
Mdgliehkeit einer Anwendung dieser Erklarung (Ssacharow 1935 
u.a.) aus. 
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In gegenwartiger Zeit konnen wir etwas naher ans Studium der 
Aberrationen erlittenen Chromosomenregionen hinantreten und die 
Frage nach dem Vorhandensein von Zerstorungen in den Chromo- 
somen mit genugendem Genauigkeitsgrad Ibsen. 

Die Riesenchromosomen aus den Speicheldriisen von Drosophila 
ermbglichen bei ihrer weitgehenden Differenzierung ein bei weitem 
eingehenderes Studium der in den Chromosomen bei den Aberrationen 
stattfindenden Veranderungen. 

Betrachten wir die Inversion C II L, die als eine der beiden Cy- 
Inversionen -C II L und C II R- bekannt ist (gef unden von L. Ward, 
1923) . Finer der Briiche dieser Inversion hat in der Region 22 
nach Bridges’ Karte, gerade auf der Grenze der Abschnitte C und D, 
stattgefunden, wie dies auf Abb. 2 gezeigt ist, der andere (proximale) 
Bruch — auf der Grenze der Regionen 33 F und 34 A^> . Abb. 2 zeigt 



Abb. 1. Straktur des distalen Endes des rechten Armes des III. Chromosoms und 
die allerhauflgste Lage des Bruchs im IV. Chromosom. Fall einer heterozygoten 
Translokation. Konjugation des normalen III R mit dem Chromosomenkompound 
IV d-III R p. Abb. 2. Strukture der Chromosomenabschnitte in II L, die den Bruch- 
punkten in der Inversion C II L-Cy anliegen. Konjugation des normalen II. Chromo- 
soras mit dem die Inversion C II L-Cy tragenden Chromosom. Es sind nur die an den 
Grenzen der Inversion liegenden Chromosomenabschnitte abgebildet. 

die Inversion CIIL im heterozygoten Zustande. Bei der Unter- 
suchung der entsprechenden Abschnitte im zerbrochenen Chromosom 
konnen wir hier vollstandig alle Scheiben rechts und links von den 
Bruchstellen im normalen Chromosom beobachten. Es sei iibrigens 
hervorgehoben, dafi wir im Vergleich zu Bridges’ Karte in der Gegend 
22 C eine iiberschiissige (punktierte) Scheibe beobachten. 


1) Die Grenzen von C II R : 42 A nnmittelbar nach der doppeiten „ zusammen- 
gesetzten ** Scheibe und 68 auf der Grenze der Abschnitte A und B. 
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Auf Abb. 3 ist die reziproke Translokation No. 16 (die Nuxnmer 
ist die von Dubowsky und Kelstein) abgebildet. Der Bruch hat hier 
im III. Chromosom in der Gegend 64 B nach Bridges' Karte, zwischen 

den Scheiben 12 und 
13, stattgef unden ; alle 
Einzelheiten der Chro- 
mosomenstruktur sind 
in den neu erhal- 
tenen Chromosomen- 
kompounds III Ld-IV p 
und IV d-III Lp zu 
ehen. Somit lassen 
sich in. den Chromo- 
somen der Speichel- 
drusekernen keine sicht- 
baren Zerstorungen 
Oder Verluste der fein- 
sten Struktur feststel- 
len. 

Beide angeftlhrten 
Palle sind aber homo- 
zygot lebensfahig, d.h. 
werden nicht von einem 
letalen Effekt begleitet 
(im III. Chromosom ist 
der Lageeffekt nicht 
untersucht, im IV. aber 
haben wir es hier mit einem solchen zu tun^> ) . Daher konnte an- 
genommen werden, da6 die Chromosomenstruktur nur bei einer 
gewissen Kategorie von Chromosomenaberrationen, und zwar solcher, 
die nicht von einem letalen oder anderen Effekt begleitet werden, 
erhalten bleibt. 

Doch ist dies augenscheinlich nicht der Fall. Auf Abb. 4 ist 
eine reziproke Translokation zwischen dem II. und III. Chromosom 
dargestellt, die von einem letalen Effekt begleitet wird. Wie durch 
Pfeile angegeben ist, hat der Bruch in II R in der Gegend 48 A und 
in III R in der Gegend 99 D stattgefunden. Alle Scheiben, die sich 
im normalen Chromosom zu beiden Seiten der Bruchpunkte befinden, 
konnen auch in den sich erganzenden verlagerten Chromosomenab- 
schnitten gef unden werden. 

Somit andert auch eine von einem letalen Effekt begleitete 


1) Der Letalfaktor in 11 L ist nicht mit der Chromosomenaberration verknupft. 





Abb. 3. Struktur der Abschnitte des III. Chromosoms 
in der N^be der Bruchstelle in der Translokation No. 
8 Serie2 (III.-IV. Chromosom). ,, a Struktur des 
Chromosomenkompounds IV d-III L p. ,, b der 
Chrome somenkompound III L d-IV p. „ c Lage 
des Bruchpunktes auf Bridges' Karte. ,,B**— der 
Bruchpunkt. ,, Sf “—Abheftungsstelle der Spindel- 
faser (diese wird nur bedingungsweise angegeben, 
ohne daB unmittslbar das Leitkorperchen gemeint 
wird). proximaler Teil des Chromosoms. „d**— 

distaler Teil des Chromosoms. 
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Chromosomenaberration nichts in der sichtbaren Struktur der Chro- 
mosomen (aufier der Verlagerung bestimmter Abschnitte). 

Der Prozefi des „Bruchs'' und der „Anheftung‘' findet so fein 
und genau statt, da6 die Struktur des Chromosoms nicht verandert 
wird und dieselbe nach 


dem Aberrationsprozefi 
ebenso aussieht wie vor 
ihm. 

Wir fuhren weiter 
eine ganze Reihe an- 
derer Beispiele von 
reziproken Transloka- 
tionen zwischen dem 
HI. und IV. Chromo- 
som an, an welchen 
man sich uberzeugen 
kann, dafi die feinste 
Ausgangsstruktur des 




III. Chromosoms nach 
der Chromosomenaber- 
ration wiederhergestellt 
werden kann, so dab 
neue Chromosomenzu- 
sammenhange sich ohne 
irgendwelche V erluste 
Oder Zerstorungen in 



der Erbsubstanz bilden. 
Auf. Abb. 5 ist die 



Aberration No. 217 
dargestellt, die das IV. 
und III. Chromosom 
ergriffen hat. In die- 
sem Falle beobachten 
wir gleichzeitig mit 
der Translokation eine 
einen kleinen Abschnitt 


Abb. 4, struktur der Chromosomenabschnitte, die in 
der Nahe der Bruchpunkte der eine reziproke Trans- 
lokation erlittenen II. und III. Chromosomen liegen. 
,,a“— Konjugation des normalen II. Chromosoms mit 
dem Chromosomenkompound III R d-II R p. ,,b“— 
Conjugation des normalen III. Chromosoms mit dem 
Kompound II R d-III R p. „c“— fast vollige Konju- 
gation des normalen II. Chromosoms mit den Stucken 
des zerbrochenen II R. 


des Chromosoms (96C-97E) ergriffene Inversion in III R. Einer 
der Bruchpunkte der Inversion fallt mit dem Translokationspunkt 
zusammen. Somit haben wir es hier mit einem Fall zweier miteinan- 
der verkniipfter Aberrationen zu tun. Die Briiche in III R haben 
in der Gegend 97, im Abschnitte E stattgefunden, wie dies durch 
einen Pfeil angegeben ist. Die Struktur der Region 97 E im zerbro- 
chenen Chromosom ist vollstandig in den Figuren „a“ und „b“ zu 
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beobachten, die die neuem Chromosomenabschnitte darstellen. Die 
Struktur der Region 96 C D zeigt sieh im Chromosomenkompound 



III-IV, der die Inversion 
III R tragt. Auf Abb. 6-a 
sehen wir eine fast voll- 
standige Konjugation des in- 
vertierten Abschnittes mit 
dem normalen Homologen. 
Somit ist die Struktur des 
Chromosoms sowohl nach den 
bei der Inversion stattgefun- 
denen als auch nach den mit 
der Translokation verkniipf- 
ten Briichen normal ge- 
blieben. 


Abb. 5. Struktur der Abschnitt des III. Chro- 
mosoms, die in der Nahe des Bruchpunktes in 
der Chromosomenaber ration No. 217 liegen. 
Eine reziproke Translokation zwischen IIIR 
und IV, die gleichzeitig von einer Inversion 
in III R begleitet wird ; ein Bruch dieser 
Inversion fallt mit dem Translokationsbruch 
zusammen. ,, a'*— Konjugation des normalen 
III, Chromosoms mit dem Kompound IV d— 
Inversion (III m)— III R p. „b“— proximaler 
Teil des Chromosomenkompound s III R d- 
IV p, im haploiden Zustande. ,,c“ und ,,d‘‘— 
Lage der Bruchpunkte auf der Karte. 


Auf Abb. 6 sind die 
Ergebnisse der zytologischen 
Analyse der Translokation 
No. 97 (III.-IV. Chromosom) 
dargestellt. Der Bruch im 
III. Chromosom befindet sich 
auf der Grenze der Abschnitte 
C und D in der Region 63. 
Die Struktur des Abschnittes 
63 C last sich im Chromo- 
somenkompound III L d-IV p 
erkennen, der auf Abb. 7-a 
dargestellt ist. Die Struktur 
des Abschnittes 63 D des zer- 
brochenen Chromosoms kann 
an Hand der Abb. 7-b mit der 


Struktur desselben im norma- 
len Chromosom verglichen werden. Wir sehen, dafi das an der Aber- 
ration nicht teilgenommene III. Chromosom in der Gegend 63 C-D 
dieselbe Struktur wie das die Aberration erlittene Chromosom hat. 

Auf Abb. 7 ist eine reziproke Translokation zwischen dem III. 
und IV. Chromosom (No. 34 Dubowsky und Kelstein) abgebildet. 
Der Bruch hat auf der Grenze von 93 F und 94 A stattgefunden, wie 
dutch einen Pfeil angegeben ist; man sieht, dafi aus den auseinan- 
dergerissenen Abschnitten des III. Chromosom s vollstandig das Bild 
der Struktur der Region 93 F-94 A nach Bridges’ Karte zusammen- 
gestellt werden kann. 

Wie schon erwahnt wurde, konnte nicht immer, nicht auf jedem 
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Abb. 6. Struktur der Absehnitte des III. Chromosoms, die in der Translokation No. 97 
(zwischen dem III. und IV. Chromosom) dem Brucbpunkt anliegen. „a“— der 
Ghromosomenkompound IIILd-IVp im diploiden Zustande (Hyperploid). „b“— 
Konjugation des normalen III. Chromosoms mit dem Kompound IV d-lll Lp. „ c 
Lage der Bruchstelle auf Bridges’ Karte. Die iibrigen Bezeichnungen dieselben, 

wie auf Abb. 3. 


Praparat das vollstandige Bild nach Bridges’ Karte gefunden weredn, 


feine und allerfeinste Scheiben liessen sich laut der Karte zuweilen 


nicht erblicken, doch 
konnte in solchen 
Fallen ein Vergleich 
mit der Struktur des 
unter gleichen Bedin- 
gungen ■ bearbeiteten 
normalen Homologons 
(in heterozygoter Aber- 
ration) angestellt wer- 
den. Hierbei konnten 
wir in die Aberration 
erlittenen Chromosom 
immer alle Schei- 
ben entsprechend den 
Scheiben des normalen 
Homologons in den 
der Bruchstelle anlie- 
genden Gegenden beo- 
bachten. Und wenn 
im aberranten Chro- 
mosom gewisse feine 
Scheiben nach Bridges’ 



Abb. 7. Struktur der Absehnitte, die unmittelbar dem 
Brucbpunkt im III. Chromosom in der reziproken 
Translokation (zwischen dem III. und IV. Chromosom) 
No. 34 anliegen. ,,a“ und „b‘‘— fast vollige Konjuga- 
tion des normalen III. Chromosoms mit den beiden 
neuentstandenen Chromosomenkompounds III R d-IV p 
und IVd-IIIRp. „c"‘-*-Lage des Bruchpunktes auf 
der Karte. Die iibrigen Bezeichnungen dieselben, wie 
auf Abb. 3. Von der Region 94 A sind auf der Ab- 
bildung nur die ersten Scheiben dargestellt. 
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Karte nicht gefunden wurden, so Hessen sie sich auch im normalen 
Chromosom nicht finden. 

Als Beispiel hierfiir kann die auf Abb. 8 dargestellte Aberration 
zwischen dem III. und IV. Chromosom gelten. Es handelt sich in 
der Aberration No. 99 (erhalten von DubOWSKY und Kelstein) um 
eine Deletion im IV. Chromosom und eine Einfiigung des deledierten 
Abschnittes ins III. Chromosom. 



Abb. 8. Strukture der Abschnitte des III. Chromosoms, die dem Bruchpunkt in der 
Aberration No. 99 anliegen ; diese Aberration stellt eine Einfngung aus dem IV. 
Chromosom ins III. Chromosom mit der Bildung eines deletierten IV. Chromosoms 
dar. ,, a Konjugation des normalen III. Chromosoms mit dem die Einfugung 
tragenden III, Chromosom ; es ist die Struktur der Abschnitte rechts vom Bruch zu 
sehen. ,,b dasselbe, es ist die Struktur des Abschnittes des III. Chromosoms 
links von der Bruchstelle zu sehen. „ c Lage der Bruchstelle des III. Chromosoms 
auf der Karte. „d“— Lage des distalen Bruchpunktes im IV. Chromosom auf der 

Karte. 

Die Briiche im IV. Chromosom haben auf dem distalen Ende, 
wie durch einen Pfeil angegeben ist, in dem Abschnitt 102 P und 
auf dem proximalen Ende — auf der gewohnlichen Stelle des bisher 
noch nicht geniigend differenzierten Abschnittes 101 E stattgefunden, 
d.h. wir haben es mit einer fast vollstandigen Vereinigung zweier 
Koppelungsgruppen zu tun. Ill R hat in der Gegend 99 C nach 
Bridges’ Karte den Bruch erlitten, wie durch einen Pfeil gezeigt ist. 
Aus den Zeichnungen „a“ und „b“ ist zu ersehen, da6 in dem Chromo- 
som, in das das IV. Chromosom eingefiigt ist, alle Scheiben zu finden 
sind, die im normalen III. Chromosom zu sehen sind, doch haben 
wir weder in dem noch im anderen die dritte punktierte Scheibe 
nach Bridges’ Karte finden konnen. Weshalb sie sich auf dem gege- 
benen Praparat bei der gegebenen Methodik nicht hat finden lassen, 
last sich nicht mit Bestimmtheit sagen (augenscheinlich ist es zu 
einer Verschmelzung mit der dicken vorangehenden Scheibe gekom- 
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men) , doch sind alle im normalen Chromosom beobachteten Struk- 
turen auch in dem aberranten Chromosom vorhanden. Ein ahnliches 
Bild ist auch im Falle der Aberration No. XXI zu beobachten, die 
eine reziproke Translokation zwischen dem III. und IV. Chromosom 
darstellt. Die Resultate 
der Analyse (Abb. 9 „a“ 
und „b“) zeigen vbllig 
identische Bilder in beiden 
homologen dritten Chro- 
mosomen im Abschnitt 
91 B, obzwar die auf der 
Karte abgebildete 7-te 
diinne punktierte Scheibe 
nicht gefunden worden 
ist. 

Um sich klarer den 
Genauigkeitsgrad der 
Analyse all dieser Ver- 
anderungen vorzustellen, 
kdnnen folgende Berech- 
nungen durchgef iihrt wer- 
den. 

Da in einer ganzen 
Eeihe von Fallen eine 
Bestandigkeit der einzel- 
nen Scheiben festgestellt 
werden kann, so ist die 
Berechnung fiirs III. 

Chromosom folgendermafien durchzuftihren. 

Nach den letzten Angaben zahlt Bridges (1936) in alien Chro- 
mosomen von D. melanogaster ca. 5000 Scheiben. Von dieser Zahl 
ausgehend, entfallen aufs III. Chromosom ca. 2000 Scheiben. Die 
Lange des III. Chromosoms betragt nach Bridges 485 g. Wenn wir 
annehmen, da 6 das Chromosom in den Speicheldriisezellen nicht 
wachst und von den metaphatischen Chromosomen sich nur durch 
den ausgezogenen Zustand der Spiralwindungen unterscheidet, und 
wenn wir die Zwischenraume zwischen den Scheiben nicht in Be- 

tracht ziehen, so lafit sich die Gro6e einer Scheibe mit = 0,24 g 

bestimmen. Wenn aber unter anderen gleichen Bedingungen die 
Entfernung zwischen den Scheiben mit in Betracht gezogen wird 
—die angefuhrten 485^ enthalten ja diese Entfernung — , so ist der 
Nenner mindestens mit 2 zu multiplizieren, und die Grofie des mit 


Abb, 9. Struktur der Abschnitte des III. Chromo- 
soms, die in der NShe des Bruchpunktes in der 
reziproken Translokation (zwischen dem III. und 
IV. Chromosom) No. XXI liegen. ,,a“— Konjuga- 
tion des normalen III. Chromosoms mit dem Chro- 
mosomenkompound IV d-III R p. „b**— proximaler 
Teil des Chromosomenkompounds III R d-IV p. 

Lage des Bruchpunktes auf Bridges' Karte. 
IV-N-2 freie IV. Chromosomen, die ubrigen Be- 
zeichnungen dieselben, wie auf Abb. 3. 
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der von uns angewandten Methode analysierbaren Abschnittes wird 

so bis auf = 0,12 ,« reduziert. 

4000 

Also befindet sich die GroBe der von uns analysierten Chromo- 
somenabschnitte bei recM vorsichtiger Berechnung, die nicht einmal 
die inerten Chromosomenabschnitte und die Moglichkeit eines Wach- 
stums in Betracht zieht, ungefahr zwischen 0,24 fi und 0,12 ,m, wobei 
diese GroBe eine Scheibe und die Entfernung bis zur nachsten in 
sich einschlieBt. 

Der ProzeB der Chromosomenaustausche wird von uns also mit 
einer Genauigkeit bis zu des Chromosoms untersucht. In die- 

sem ProzeB der Chromosomenaberrationen werden von uns keine 
Storungen oder Verluste festgestellt, die derart kleine Abschnitte 
(0,24-0,12 pi) ergreifen. 

Hier sei erwahnt, daB nach Mullbe’s Angaben (1935) die maxi- 
male GroBe eines einzelnen Gens 1/8 (0,12,«) betragt. Diese Be- 
rechnungen wurden auf Grund der Untersuchung einer Gruppe von 
Genen (y, ac, sc, 1) durchgefuhrt, die sich in einer der Chromomeren 
(Scheibengruppe) des distalen Abschnittes des X-Chromosoms be- 
finden. Bei der zytogenetischen Analyse (Mullee und Peokofyewa 
1934) wurde die GroBe von Abschnitten festgestellt, die 2 augen- 
scheinlich nebeneinander liegende Gene enthalten. 

Die von uns untersuchten Aberrationen zeigten eine Konstanz 
der Struktur von Abschnitten (Scheibe + Scheizenzwischenraum), 
deren GroBe der Grenze von 0,24-0,12 /( nahekommt, d.h. von Ab- 
schnitten, die nach ihrer GroBe nicht Chromosomenabschnitte iiber- 
treifen, die, wenn von Mullees Berechnungen ausgegangen wird, 
1-2 Gene enthalten. 

Somit erhebt sich die zytologische Analyse der Riesenchromoso- 
men fast aufs Niveau der genetischen Analyse der Erbsubstanz. 

Wenn wir nun alles oben Gesagte in Betracht ziehen, so miissen 
wir den SchluB ziehen, daB es bei den Chromosomenaberrationen 
nur zu einer Verlagerung der Erbsubstanz inner halb eines Chromo- 
soms Oder zwischen nichthomologen Chromosomen ohne irgendwelche 
Storungen oder Verluste derselben kommt. Mit anderen Worten: 
die Genbalance bleibt im ProzeB aller mbglichen Chromo- 
somenaberrationen primaren Typs unverandert. 

Der die Chromosomenaberrationen begleitende Letaleffekt 
als ein Fall des Lageeffektes 

Bei Betrachtung der angefuhrten Angaben sehen wir, daB die 
Chromosomenaberrationen: Inversionen, Translokationen und Ein- 
ftigungen so stattfinden, daB die Ausgangstruktur des Chromosoms 
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keine Storun^en erleidet. Dies gilt in gleicher Weise fiir Aberra- 
tionen, die von keinerlei Eifekt begleitet wrden, als aucb fiir Aberra- 
tionen, die von einem solchen begleitet sind. Daraus folgt, dafi der 
eine Chromosomenaberration begleitende Effekt weder mit sichtbareri 

Veranderungen der feinsten ( des Chromosoms ! \ Chromosomen- 

\4000 / 

struktur noch mit irgendwelchen Verlusten der Erbsubstanz ver- 
kniipft ist, wie dies auch bei der Entstehung von Genmutationen 
der Fall ist. 

Was den sichtbaren Positionseffekt betrifft, so ist dieser SchluB 
durchaus nicht unerwartet. Es ist bekannt, daB der Lageeffekt sich 
auf Gene erstreckt, die sich in gewisser Entfernung vom Punkt des 
Chromosomenbruchs befinden. Hierher gehbrt der Fall des Lage- 
effektes des Gens c.i. (Dubinin, Sokolow, Tiniakow 1935), fiir den 
festgestellt wurde, daB in einer ganzen Reihe von Fallen der Bruch 
in gewisser Entfernung von c.i. stattfindet, so daB zwischen diesem 
und der Bruchstelle sich andere Gene (bent) befinden; der Fall hairy 
(Dubinin und Sidokow 1935), in dem Crossing-over zwischen dem 
Gen mit dem Lageeffekt und der Bruchstelle erhalten wurde; der 
Fall Cu (Panschin 1935), in dem dias den Positionseffekt zeigende 
Gen auch durch Crossing-over von der Bruchstelle getrennt wurde. 
Und schlieBlich hat das Gen A (Dubinin, unverdffentlichte Anga- 
ben) besonders klar einen Lageeffekt bei Briichen, die in bedeutenden 
Entfernungen vom Punkt der primaren Aberration stattfanden, 
gezeigt.i* 

Andererseits miissen wir auf Grund der Analyse einer bedeu- 
tenden Anzahl von Chromosomenaberrationen verschiedenen Typs 
zum SchluB kommen, daB auch der manche Aberrationen begleitende 
Letaleffekt eine Kategorie der Erscheinung des sogen. Lageeffektes 
darstellt. 

Somit findet die Meinung, daB die die Chromosomenaberrationen 
begleitenden Letaleffekte Falle des Lageeffektes sind (die, wie wir 
sahen, als Annahme von verschiedenen Autoren — Muller 1930, 1932 ; 
SsACHAEOW 1935 u.a. — ausgesprochen wurde) , in der feinen Analyse 
einer grofien Zahl verschiedener Chromosomenveranderungen ihre 
Begriindung. 

Wir miissen den Kreis der Erscheinungen, die zum Positions- 
effekt gehoren, jetzt recht stark erweitern. Der Lageeffekt ist nicht 
eine seltene Erscheinung, im Gegenteil — er ist weit verbreitet ; augen- 
scheinlich kann ihn eine groBe Zahl von Genen zeigen, doch kommt 
er in einer bedeutenden Zahl von Fallen in einem Letaleffekt zum 
Ausdruck. In dieser Beziehung besteht ein Parallelismus zwischen 
den Erscheinungen des Positionseffektes und den Genmutationen. 

1) Alle hier beschriebenen Falle beziehen sich auf Drosophila melanogasfer. 
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Am allerhaufigsten sind hier wie da letale Verander ungen. 

Die Entstehung eines Letaleffektes im Ergebnis kleiner defi- 
ciency’s, die auBerst kleine Chromosomenabschnitte ergreifen, wider- 
spricht nicht der dargelegten Vorstellung. Nur wird in diesem Falle 
eins der sich erganzenden neuentstandenen Chromosomenelemente 
wegen Verlust der Anheftungsstelle der Spindelfaser aus dem Kern 
hinausgeworfen und dieser Letaleffekt ist eine sekundare Erscbei- 
nung. 

Demerec’ Entgegnung (1935) auf die Erklarung dieser Falle 
nach dem von Serebeowsky und Dubinin vorgeschlagenen Schema 
halt nicht der Kritik stand, denn in den Arbeiten einer ganzen Reihe 
Autoren (Mackensen 1935, Mullee, Prokofyeva und Rapfel 1935 
U.a.) ist das Vorhandensein kleiner Chromosomenverlagerungen 
nachgewiesen worden. Es kann auf allerwinzigste Inversionen, die 
nur einige Scheiben ergreifen (z.B. sc und auch'auf die Aberra- 
tion scute^® hingewiesen werden, wo, nach Demerec’ Worten, in 
„physikalischer Weise" ein winziger Teil aus dem X-Chromosom 
herausgerissen und ins II. Chromosom eingeftigt wurde. Dabei 
handelte es sich nur um einen gewissen Teil einer Scheibe des Chro- 
mosoms in den Speicheldriisen. Diese Aberration lebt im homozy- 
goten Zustande. Ware das Stiickchen des X-Chromosoms nicht ins 
II. Chromosom eingeftigt, so hatten wir es mit einem gewohnlichen 
Fall eines kleinen Faktorenausfalls zu tun. Derartige Falle kleiner 
Inversionen und Einftigungen sprechen fur die Mbglichkeit solcher 
Mechanismen auch in der Entstehung kleiner deficiency’s (s. Muller 
1935). 

Andererseits weist dies darauf hin, dafi wir es auch in solchen 
Fallen kleiner Ausfalle mit Aberrationen zu tun haben, die durch 2 
Briiche zustande kommen. Somit diirfen kleine deficiency’s nicht 
als Beispiel der zerstbrenden Wirkung der X-Strahlen gelten, wie 
Demerec u.a. meinen. 

SchluBbetrachtungen 

Die Betrachtung des Prozesses der Chromosomenaberrationen 
zeigt uns, daB eine seiner Eigentiimlichkeiten in der Verlagerung 
des Erbmaterials auf Grand von 2 Briichen besteht. Diese Verlage- 
rung des Chromosomenmaterials findet bei all seiner Verschiedenar- 
tigkeit immer so genau und delikat statt, dafi die f einsten Chromo- 

somenstrukturen (-r^ des III. Chromosoms') erhalten bleiben und 
\4000 / 

die Genbalance, soweit die Analyse urteilen laBt, keine Veranderungen 
erleidet. 

Die Betrachtung der Chromosomenaberrationen von diesem 
Standpunkte aus fuhrt zum SchluB, dafi sie ebensowenig zur Kate- 
gorie grober Chromosomenveranderungen gezahlt werden diirfen wie 
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auch der ProzeB des Crossing-overs. Nach ihren Resultaten sind 
beide Prozesse gleich, in beiden Fallen bleibt die Genbalanee unver- 
andert. 

Dieser intime Prozefi, der in den Chromosomen mit der Genauig- 
keit des Crossing-overs stattftndet, bringt eine der Grundeigenschaf- 
ten der Chromosomen zum Ausdruck — die Fahigkeit zum Austausch, 
der in einem Falle homolog, im anderen nicht homolog ist. 

Von diesem Standpunkte ware es wohl zweckmafiig, sich von 
der Bezeichnung „Chromosomenaberrationen“ loszusagen und sie 
durch den Terminus „Chromosomenrearrangements“ zu ersetzen. 

Von den oben dargelegten Erwagungen ausgehend, kbnnen wir 
unter anderem die durch eine Chromosomenaberration zustande- 
gebrachte Differenzierung des Erbmaterials (im Falle der Trennung 
zweier Mutationen, die unter gewbhnlichen Bedingungen gekoppelt 
vererbt werden) als der durch Crossing-over zustandegebrachten 
Differenzierung Equivalent betrachten. Mit anderen Worten: dort, 
wo ein nichthomologer Austausch stattgefunden hat, kann auch 
Crossing-over stattfinden. So ist zwischen zwei Genen, die unter 
gewohnlichen Bedingungen zusammen vererbt werden, nachdem sie 
sich durch eine Chromosomenaberration hatten trennen lassen, auch' 
Crossing-over zu erwarten, falls sich die Verhaltnisse in Richtung 
einer Erleichterung dieses Prozesses verandern. Als ein Fall dieser 
Art kann die Trennung der Gene achaete und scute in der Inversion 
scute® (Patterson's und Stone’s Angaben — 1935) betrachtet werden. 
Hier haben Dubinin, Sokolow und Tiniakow (unverbffentlichte 
Angaben) andererseits Crossing-over zwischen beiden genannten 
Genen festgestellt. 

Das Vorhandensein einer Korrelation zwischen den Chromo- 
somenrearrangements und dem Auftreten eines letalen oder phanoty-' 
pischen Effektes ist nicht durch eine Zerstbrung des Chromosomen- 
materials auf der Bruchstelle zu erklaren, sondern ist mit der 
Erscheinung des Positionseffektes verkniipft. Diese eigenartige 
Reaktion der in den dem Aberrationspunkt anliegenden Gegenden 
naher Oder weiter lokalisierten Gene ist weit verbreitet und kommt 
in bedeutender Anzahl der Falle in einem Letaleffekt zum Ausdruck, 
wie dies auch bei den meisten Genmutationen beobachtet wird. 

Der Lageeffekt, der entweder im Letaleffekt oder in einer sicht- 
baren Veranderung der Merkmale zum Ausdruck kommt, weist nur 
auf feinere Zusammenhange in der Erbsubstanz hin, die uns von rein 
morphologischen Fragen zur Genstruktur derselben oder ins Gebiet 
der Wechselwirkung der Gene hiniiberfuhren. Diese Seite der 
Frage mufi ihre Klarung bei der Losung des Problems des Lage- 
effektes als solchen erhalten. 
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Die von kleinen Faktorenausf alien bewirkte letale Wirkung ist 
eine Erscheinung sekundarer Art, die nach dem Akt der Chromo- 
somenaberration dadurch zustande kommt, dafi der deletierte Chromo- 
sonienabschnitt die Fahigkeit zur Beteiligung an der Mitose verliert, 
denn er besitzt ja keine Anheftungsstelle der Spindelfaser. Dabei 
geschieht auch der Ausfall kleinster Chromosomenabscbnitte auf dem 
Wege zweier Briiche. 

Von den dargelegten Angaben und Erwagungen ausgehend, 
scheint es am allerwahrscheinlichsten, da6 bei der Auslosuung von 
Chromosomenaberrationen durch Rbntgenisierung die Wirkung der 
X-Strahlen nicth direkt ist. Eher bewirken diese eine Veranderung 
der Verhaltnisse, die zu einer Manifestierung der Grundeigenschaft 
der Chromosomen, einen Austausch durchzumachen, fiihrt. Die An- 
gaben von M. S. Nawaschin (1933 usw.) iiber den spontanen Pro- 
zefi chromosomaler Mutationen in alternden Pflanzensamen weisen 
auch darauf hin, dafi die biologische Grundeigenschaft der Chromo- 
somen, einen nichthomologen Austausch durchzumachen, im Ver- 
gleich zur Norm recht stark durch eine ganze Reihe von im Organis- 
mus selbst stattfindenden physiologischen Veranderungen gesteigert 
warden kann. 

Es ist besonders hervorzuheben, dafJ die Speicheldriisemethode 
zu einer aufierst genauen Analyse der Chromosomen fiihrt, die 1-2 
Gene enthaltende Chromosomenabschnitte erkennen laf5t. Vielleicht 
ist die Zeit nicht weit, wo wir in weitem Mafistab diese Methods 
gleich der genetischen anwenden werden, d.h. mit ihr Abschnitte 
unterscheiden werden, die bestimmt nur ein Gen enthalten. In dieser 
Beziehung ist Bridges' Arbeit, die eine eingehende Analyse der 
Struktur der Riesenchromosomen gibt, von grofier Bedeutung. Schon 
jetzt ist es klar, dafi die Resultate dieser Arbeit sich nicht auf die 
Zusammenstellung der Karte beschranken. 

Unser Versuch der Anwendung dieser Karte zeugt von einem 
hohen Identitatsgrad derselben mit der realen Struktur der Chromo- 
somen. Die weiteren Veranderungen der Karte werden hauptsachlich 
die Zergliederung dicker Scheiben betretfen. 

Andererseits miissen wir darauf hinweisen, dafi unsere Angaben 
fiber die Bestfindigkeit der diskoiden Struktur der Chromosomen 
davon zeugen, dafi die Briiche zwischen den Scheiben stattfinden. 
Dieser Umstand unterstreicht noch einmal die besondere Bedeutung 
der Diiferenzierung des genetisch-aktiven Teils der Speicheldrfise- 
chromosomen. Doch sind wir der Meinung, dafi zur Verknfipfung 
dieser Diiferenzierung der Chromosomen mit ihrer genetischen Glie- 
derung, im einzelnen zur Identifizierung der Genloci mit den Scheiben, 
direkte zytogenetische Beweise angeffihrt werden miissen, die uns 
heute noch fehlen. 
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A Morphological and Taxonomical Study on Japanese Microlepia 

By 

Takenoshin Nakai and Siduo Momose 

I. Four different types of Microlepia 

Having had Smjpholepia and Leptolepia eliminated from the 
genus Microlepia, the remaining species form a natural group in the 
tribe Dennstssdtiese of polypods family. Scypholepid^'i provided with 
articulated undivided pinnae is easy to distinguish from Microlepia. 
Leptolepia^^ has finely dissected leaves as Davallia. Its indusium 
adheres to the segments of leaves by its truncate or subcordate base, 
differing widely from the indusium of Microlepia which adheres by 
rounded or triangular basal margined. It should be regarded also as 
a distinct genus. Two sections were proposed for the species of 
Microlepia, i.e. Wilfordia^'’ and Davallodes.*'> The former is repre- 
sented by a single species Microlepia Wilfordii with entirely glabrous 
fronds and marginal sori. Baker®> and Christ made a mistake in 
reducing it to the genus Davallia. It has, however, fronds inarticu- 
lated with the rhizome, hairs on the rhizome instead of scales, and 
gradatae-sori'** (Fig. 1). Davallia has, as a rule, fronds articulated 
with rhizome, scales on the rhizome, mixtse-sori,^> and bilateral peri- 
niumless spores. Koidzumi*** is more reasonable in putting it under 
Dennstsedtia, and Christensen*** has similar opinion. However, it is 
still separable from Dennstsedtia by having wholly glabrous (not 
hirsute or papillose) fronds, and not reflexed sori when ripen. 
Davallodes'^^'i was raised to the generic rank later by Copeland. As 
his first diagnoses were not adequate, he altered the generic sense.^** 
Its principal difference from Microlepia is the form of its indumentum 
on rhizome. The indumentum is not constituted by true hairs, but 

1) Scyphole 2 na J. Smith, Hist. Filic. 261 (1875). 

2) Leptolepia Mettenius in Kuhn, Chaetopteroides 348 (1882). 

3) Davallia sect. Wilfordia Christ, Farnkr. 305 (1897). 

4) Microlepia sect. Davallodes Gqpel and j Polyp. Philippin Isl. 55 (1906). 

5) Davallia Wilfordii Baker in Hooker et Baker, Syn. Filic. ed. 1, 98 
(1867). 

6-7) For the terms of gradate and mixt^ see Bower^s Studies in the 
Morphology of Spore-producing Members IV, in Phil. Trans. CXCII, B. (1899). 

8) Dennstmdtia Wilfordii Koidzumi in Mayebara, FI. Austro-Higoensis 
2 (1931). 

9) Davallia Wilfordii Moore — An potius Dennstsedtia'! Christensen, Ind. 
Filic, Suppl. Ill, 128 (1934). 

10) Davallodes Copeland in Philippin Journ, Sci. Ill, 33 (1908). 

11) Da'vallodes CoTEhAm in Philippin Journ. Sci. XXXIV, 242 (1937). 
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of peltate scales ended by hair. The sori are intramarginal like 
Microlepia, but the indusium is thinner. The type of Dwvcdlodes is 
Microlepia hirsuta or Davallia ciliata Hooker. J. Smith had once 
put it under the genus Leucostegia,^'> but Leucostegia has articulated 
herbaceous fronds, orbicular or depressed, coriaceous indusium, broad 


scales on rhizome. 

In fact, Davallodes 
is most closely al- 
lied to Microlepia. 

Except the peltate 
scally base of the 
indusium, the other 
distinctive charac- 
teristics are too 
weak in proving 
its generic value. 

Farther investiga- 
tion is necessitated 
before Davallodes 

is fully recognised as a genus. Microlepia pUosella is allied to 
Davallodes. It has, however, true hairs on rhizome, and real marginal 
sori as Wilfordia, but its fronds and indusia are pilose. It is a type 
which does not concord with any of described groups. So, I shall call 
it as Pilosella-type for the time b^ing. To Japan, the following nine 
species are indigenous. 



Fig. 1. Longitudinal section of gradatae sori of a. Micro- 
lepia Wilfordii, b. Mirolepia pilosella, (Magnified 20 times). 


1. Microlepia hirsuta (J. Smith) Presl {M. trichocarpa 

HayaTA syn. nov.) 

2. M. majmcula (Lowe) Moore (M. ohtusiloha Hayata, syn. 

nov. 

3. M. marginata (Houttuyn) Christensen 

4. M. pUosella MoORE 

5. M. platyphyUa (Don) J. Smith {M. grandissima Hayata, 

syn. nov.) 

6. M. Speluncse (LlNN^US) Moore 

7. M. strigosa (Thunberg) Presl 

8. ikf. subtripinnata Hayata 

9. M. Wilfordii Moore 

The subjection of these nine species are as follows: 

I. Microlepia Sect. Eumicrolepia Christ^* 

M. majiiscula, M. marginata, M, platyphyUa, M. Speluncx, 
M. strigosa, M. subtripinnata. 


1) Leucostegia hirsuta J. Smith, Hist. Filic, 84 (1876). 

2) Microlepia sect. Eumicrolepia Christ, Farnkr. 307 (1897). 



362 


T. Nakai and S. Momose 


Cytolggia, Fujii jub. vol. 


II. Microlepia, Sect. Damllodes COPELAND 
M. hirsuta. 

III. PiloseWft-type 
M. pilosella. 

IV. Microlepia Sect. Wilfordia (CHRIST) nob. 
M. Wilfordii, 


So far as the spores are concerned, both Microlepia and Daval- 
lodes are the same category as all of them have smooth perinium, 
not agreeing with the spores of Microlepia Wilfordii and M. pUosella. 

The spore of M. pilo- 
sella has thick corky, 
slightly verrucose peri- 
nium while that of M. 
Wilfordii has granu- 
lose perinium (Fig. 2). 
The morphological dif- 
ference of four dif- 
ferent types of sporo- 
phytes in, Microlepia 
are briefly sketched be- 
low. 

I. Eumicrolepia-type. 
Rhizomata pilis 

simplicibus tomentosa. 
Frondes hispiduli vel 
ciliati. Sori intramargi- 
nales. Indusium pilo- 
sum vel hirsutum. 
Sporse eum perinio 
Iseve. 

II. 



Fig. 2, Spores of Miorolepia and its allies. (300 times 
magnified), a-f. Eumicrolepia. g. Davallodes. h. 
Fuziifilix. i. Cuptidipteris, a. Microlepia majuscula, 
b. M. marginata, c. M. platyphplla, d. M. Speluncae, 
e. M. strigosa, f. M, subtripinnata, g. M. hirsuta vel 
Davalloides, h. M, pilosella vel Fuziifilix, i. M. Wil- 
fordii vel Coptidipteris. 


Frondes hispidi. 
cum perinio Iseve. 


Sori intramarginales. 


Davallodes-type. 
Rhizomata squamis 
basi peltatis apice 
capillaribus tomentosa. 
Indusium pilosum. Sporse 


III. Pilosella-type. 

Rhizomata pilis simplicibus tomentosa. Frondes hispiduli. Sori 
marginales. Indusium hispidum. Sporse cum perinio verruculoso. 

IV. Wilfordia-type. 

Rhizomata pilis simplicibus tomentosa. Frondes ab initio 
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glaberrimi. Sori marginales, Indusium giaberrimum. Sporae cum 
perinio distincte granulosa 

IL Three different types of gametophytes in Microlepia 
Momose, the junior author, has chosen three species, or M, 
strigosa, M. pilosella, and M. Wilfordii, out of above nine species and 
made the morphological observations on their gametophytes. He 


could not get matured spores of 
M. hirsuta or Davallodes hirsuta 
for his experiment,* as. the species 
is restricted and rarely found in 
Formosa within the Japanese 
area. The spores were sown 
early in July. After three 
months, all developed to the 
adults, and prothallia of those 
three species manifested three 
notable types. 

I. Eu-MicTolepia-typQ by M. 
strigosa. 

Midrib or cushion broaden 
gradually toward the growing 
point, Antheridial group is near 
the basab portion of cushion and 
apart from the archegonial group 
(Fig, 3 a). The marginal cells of 
prothallium have crenated edge 
(Fig. 4 a), but epidermal cells 
have obtuse rounded wall. 

II. Piloselld-type by M. 
pilosella. 

Midrib homogenous. An- 
theridia prevail all over the mid- 
rib and also scatter on the one 
layered wings around the mid- 
rib (Fig* 3 b). Marginal cells 
of prothallia have crenated edge. 
(Fig. 4 b), but epidermal cells 
obtuse rounded wall. 

III. Wilfordia-type by M, 
Wilfordii. 

Midrib homogenous. An- 
theridial group is near the basal 



3. a. Mi rolepia striqosa, b. M. pil»- 
sella, a. M. Wilfordii. (xl2.6). 
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portion of midrib and apart from the archegonial group (Fig. 2 c) . 
Both marginal and epidermal cells of prothallia have obtuse rounded 

wall (Fig. 3 c, d) . 

In the flourishing 
stage of prothallia, the 
number of initial late- 
ral cells which devel- 
oped directly from the 
apical cell, in Miero- 




lepia strigosa and M. 
pilosella are few or 1- 
3 (occasionally 4) on 
both sides, but in M. 
Wilfordii they are al- 
ways more numerous 
and oscillate between 4 



and 7. 

The antheridia of 
them are all alike, or 
the typical form of 
Polypodiacese. The dia- 
meter of antheridia 
differs somewhat in 



three species; in M. 
strigosa measures 70- 
80 n, in M. pilosella 
&2-n ,u , and in M. Wil- 
fordii 62-70 g . 

The archegonia are 
the typical Polypods- 
types. The neck archs 


Fig. 4. a-c. Margine of pi'othallium; a. Microlepia 
strigosa, b. M . pilosella, c. Af. Wilfordii. d. Cross- 
section of protallium of M. Wilfordii at the arche- 
gonial part. a-c. (xlOO), d. (x25). 


back with 3 cells in the 
posterior side and 4-5 
cells in the anterior 
side. 


The number of spermatozoids in each antheridium varies ex- 
ceedingly in the same individual, being the minimum 8 and the 
maximum 32. The antheridia with numerous sperms are larger, as 
a rule, than those with less sperms. 


HI. Two new genera proposed for Microlepia 
Wilfordii and M. pilosella 

Adding the morphological characteristics of gametophytes to 
those of sporophytes, both PiJoseUa-type and WiJ/orciia-type have 
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sufficient factors which dispose us to view them as two distinct genera. 
We shall denominate FuziifiUx'^'> for the Pilosellor-type, congratulating 
the festival of seventy years anniversary of Professor FUJII, and 
Coptidipteris for Wilfordia^type not to make an odious name Wil- 
fordia Wilfordii. Coptidipteris is derived from the Japanese name 
Woren-sida, which means ‘Coptis-like fern’. Their generic diagnoses 
are the followings. 

Fuziifilix Nakai et Momose, gn. nov. 

Rhizoma repens pilis fuscis tomentosum. Frondes annui 2-3 
pinnati, lacinis angustis, toto pilosi. Sori in apice venularum 
terminales vulgo lobulato-producti. Indusium rotundatum vel sub- 
reniforme membranaceum hispidulum. Sporangia gradata, vel ah 
apice gradatim maturantia. Sporse tetrahedrales cum perinio verru- 
culoso. Costa prothallii longitudine saquilata. Antheridia in totam 
longitudinem costae dispersa. Cellulse marginales prothallii crenulatae. 

Genus monotypicum. : FuziifiUx pilosella nob. (Microlepia pilo- 
sella Moore) in Japonia, Korea, et Manshuria indigena. 

Coptidipteris Nakai et Momose, gn. nov. 

Syn. Davallia sect. Wilfordia CHRIST, Farnkr. 305 (1897) 

Rhizoma repens dichotome ramosum, pilis fuscis tomentosum. 
Frondes subdimorphi ah initio toto glaberrimi, stipitibus lucidis vulgo 
ebenosis ; laminis tri-quadripinnatis, partibus f ertilibus quam steriles 
distincte angustius laciniatis. Sori in apice venularum terminales 
marginali-producti. Indusium membranaceum rotundatum, vel 
cordatum, vel subreniforme, ab initio glabrum. Sporangia gradata, 
vel ab apice gradatim maturantia. Sporse tetrahedrales facie dis- 
tincte granulosse. Costa prothallii longitudine gequilata. Antheridia 
in parte basale costae et archegonia in apice aggregata. Cellulae 
marginales prothallii obtuse nunquam crenatse. 

Genus monotypicum: Coptidipteris Wilfordii nob. (Microlepia 
Wilfordii Moore) in Japonia, Korea, Manshuria, Formosa, et China 
indigena. 

1) The spelling was purposely changed to Puzii from EuJii to be pro- 
nounced more correctly in Latin. 
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Secondary Pairing in Brassica oleracea 

By 

D. G. Catcheside D. Sc. 

Dept, of Botany, University of London, King’s College 

Previous studies (Catcheside, 1934; Alam, 1935) have suggested 
that Brassica species are secondary polyploids derived from ancestors 
with a haploid chromosome number of six. B. oleracea (n = 9) 
has been examined to find out in how far expectation was fulfilled 
in this species. The material has proved suitable for the investiga- 
tion of several problems relative to secondary pairing, viz. (1) its 
origin, persistence and disappearance; (2) its variation in different 
pollen mother-cells; (3) the relation between degrees of secondary 
pairing at metaphase I and metaphaSe II; and (4) the relation be- 
tween the degree of secondary pairing in the two plates at metaphase 
II. Data upon all these problems would yield information about the 
mechanics of secondary pairing and the movements of the chromo- 
somes relative to one another during meiosis. 

I am very greatly indebted to Dr. K. Mather, of the Galton Labo- 
ratory, University College, London, for making the calculations and 
also for valuable advice concerning the statistical treatment. 

Material and Methods 

The material consists of several wild strains of B. oleracea, 
raised from seed collected at Kingsdown, Kent and Babbacombe, 
Devon, together with plants of Sutton’s Drumhead Borecole. Root- 
tips were fixed in the modified Flemming previously used on similar 
material (Catcheside, 1934). Smears of pollen-mother-cells were 
also fixed in this modified Flemming and also in medium Flemming 
to which about 0.2 fo of maltose had been added. Root-tips were 
sectioned at about 16 y. All material was stained by the Newton 
iodine-gentian violet technique. All figures, except that of the 
somatic chromosomes (fig. 1), were drawn from smears of the 
Borecole, and are x 3,600. No difference between the wild and the 
cultivated strains were noted; the numerical data were taken from 
three slides of Borecole. 

Description 

All the strains oi Brassica oleracea examined have eighteen 
chromosomes in their somatic complements (fig. 1) . At meiosis, 
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nine bivalents were regularly observed in all cells; no cases of multi- 
valents or of univalents were seen. 

At diakinesis, the nine bivalents are situated at the periphery 
of the nucleus such that the distances between neighbouring bivalents 
are approximately equal (fig. 2) . The arrangement is such that 
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Figs, 1-18 Brassica oleracea. Fig- 1 Somatic metaphase plate. Fig. 2 Pollen mother- 
cell at diakinesis. Figs. S-IS Pollen mother-cells at metaphase I, in polar view, 
showing types of secondary pairing. Fig* 3 No secondary pairing; figs. 4-6 one 
group of two bivalents ; figs. 7-11 two groups of two bivalents each ; figs, 12-16 three 
groups of two bivalents each ; fig. 16 four groups of two bivalents each ; fig. 17 one 
group of three bivalents ; fig. 18 one group of three, and two groups of two, bivalents. 

each bivalent has a number of neighbours and a complementary 
number of non-neighbours. The mean number of neighbours is 
about five. The nucleolus is also peripheral. The equidistant 
peripheral arrangement of the bivalents indicates that there is an 
approximately equal force of repulsion between all the bivalents. At 
late diakinesis, the repulsion appears to weaken. At any rate the 
distances between some bivalents diminishes and this continues 
during prometaphase until finally there are often one or more groups 
of secondarily paired bivalents. The general behaviour is consistent 
with the supposition that bivalents which are paired secondarily 
at the end of prometaphase have occupiied neighbouring positions 



368 


D. G. Catcheside 


Gytologia, Fujii jub. vol. 


at diakinesis. There does not seem to be any change in the relative 
spatial dispositions of the bivalents between diakinesis and prometa- 
phase apart from the closer approximation, especially of some of 
them. It will be seen that this is borne out by the statistical data. 

With the onset of full metaphase, the inter-bivalent repulsions 
increase so that the clustered group seen at prometaphase gradually 
gives place to a level plate in which bivalents, or groups of second- 
arily paired bivalents, are more spread out. A summary of the 
observed kinds of secondary pairing, recorded from three slides, 
is given in Table 1; drawings of the different kinds are given in 

Table 1. Frequencies of secondary pairing types at metaphase in 
pollen mother-cells of Brassica oleracea 


Numbers observed 


Type of 
, metaphase 
plate 

Metaphase I 

Metaphase II 

Slide 1 

Slide 2 

Slide 3 

1 Totals 

Slide 1 

, Slide 2 

Slide 8 

Totals 

9(1) 

14 

7 

11 

32 

0 

' 3 

8 

11 

1(2)+7(1) 

32 

36 

35 

103 

2 

20 

26 

48 

2(2)-f5(l) 

61 

39 

i 32 

122 

5 

1 46 

27 

78 

3(2)+8(l) 

41 

23 

16 

80 

4 

24 

14 

42 

4(2)-fl(l) 

3 

0 

1 

4 

0 

1 

1 

2 

l(3)-f6(l) 

2 

1 

6 

9 

0 

2 

2 

4 

l(3)-H(2)-l-4(l) 

6 

7 

6 

19 

1 

11 

3 

15 

l(3)-l-2(2)-b2(l) 

3 

4 

3 

10 

1 

9 

1 

11 

1(4)+5(1) 

3 

2 

0 

6 

0 

1 

0 

1 

2(3)+3(l) 

0 

0 

1 

1 

0 

2 

0 

2 

2(3)-fl(2)-f-l(l) 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

0 

1 

Grand Totals 
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figs. 3-18. The observed kinds of secondary pairing at metaphase I 
fall into ten classes and at metaphase II into eleven classes. An 
inspection of the frequencies of the various classes suggests that 
the first four are normal and characteristic, and the remainder 
aberrant. The data agree well with the hypothesis (Catcheside, 
1934) that the basic chromosome number in Brassica is six. The 
characteristic maximum shows three groups each of two bivalents, 
and three ungrouped bivalents. The characteristic classes of second- 
ary pairing, those with none, one, two or three groups of two second- 
arily paired bivalents, show a unimodal variation, indicating that 
there is a definite law of chance governing the occurrence of secondary 
pairing. The aberrant classes (figs. 16-18) may be due to at least 
three causes; (1) inferior fixation leading to clumping and false 
secondary association; (2) mistaken observation; and (3) real 
structural complexity, especially reduplication, within the comple- 
ment, in addition to the secondary polyploidy. As will be seen later, 
the homogeneity of the data shows that the first two causes cannot 
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play an important part. In conformity with this view, also, is the 
observation that occasionally bivalents of unlike size are secondarily 
paired (note figs. 4, 6, 10 and 17). This is confirmed by observa- 
tions of similar cases in side view, when it is possible to see that 
there is no difference between the two bivalents, in regard to numbers 
of chiasmata or configuration, such as would lead to an apparent 
size difference when in polar view. 

At metaphase I, in the absence of secondary pairing, the nine 
bivalents are usually grouped two central and seven peripheral (fig. 

3) . Less commonly, there are one central and eight peripheral 
bivalents. With a single secondary pair and therefore eight inde- 
pendent groups, two central bivalents are still the commonest arrange- 
ment. The two bivalents of the secondary pair may be central (fig. 

4) or peripheral and in the latter case either radial (fig. 5) or tan- 
gential (fig. 6) with respect to the plate. With fewer independent 
groups than eight, and therefore more secondary pairs, there is more 
frequently a single group in the centre of the plate. This group 
is usually a single bivalent but may be a group of two, or of three, 
bivalents. The different groups in the metaphase plates when two or 
more secondarily paired groups are present, are arranged with 
respect to one another in all conceivable ways, presumably at random 
though this is hard to test in practice. More than sixty metaphase 
patterns, differing in numbers and relative arrangements of second- 
arily paired groups, have been observed in the present material. 
The observations, however, cannot be conveniently summarised, the 
grouping of many of them is highly subjective and no valuable 
analysis of the data as a whole presents itself. The classification 
has therefore been omitted. 

No cases of multivalent primary association have been seen. 
This indicates that homology of the dissimilar, secondarily pairing, 
chromosomes must be intermittent and only over short distances 
at a time. 

Primary association is usually by terminal, rarely by interstitial 
chiasmata. The chromosomes therefore disjoin synchronously at 
anaphase I and move to the poles in almost flat plates. With the 
commencement of anaphase I, repulsion between the secondarily 
paired bivalents sets in intensely so that by mid-anaphase I 
nearly all secondary pairing has disappeared. It is completely 
gone by telophase I. Polar views of anaphase I plates have about 
the same area as metaphase I plates (cf. figs. 19 and 29 with 
earlier figs.). The two anaphase I plates in a pollen mother-cell 
correspond in the arrangement of their chromosomes. There is no 
movement of the chromosomes relative to one another at anaphase 
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except for that producing uniform spacing. Chromosomes that were 
secondarily paired at metaphase retain adjacent positions during 

anaphase and pass 



into the telophase 
nucleus as neigh- 
bours. 

The telophase 
I nucleus is con- 
structed from the 
flat anaphase plate 
and therefore it is 
at flrst nearly flat 


Figs. 19-20 Brassica oleracea pollen mother-cells at ana- 
phase I, in polar view, showing the loss of secondary 
pairing. 


or, strictly, con- 
cavoconvex, the con- 
cavities of the two 


telophase nuclei of one pollen mother-cell being apposed (fig. 21). 


The chromosomes are equidistant in one plane ; as seen in polar view 



Figs. 21-26 Brassica oleracea pollen mother-cells at interphase stages. Figs. 21 and 
22 are early telophase I in side and polar views respectively showing the flat nucleus 
and uniform distribution of chromosomes. Figs. 23-26 are interphase nuclei changing 
to a spherical shape. Fig. 26 shows prometaphase II with some cases of secondary 
> pairing. 
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(fig. 22), their ar- 
rangement is like 
that of a metaphase 
I plate that lacks 
secondary pairing. 
During interphase 
the nucleus expands 
axially, remaining 
the same width 
transversely. At 
the same time, 
the chromosomes 
spread around the 
periphery (figs. 23 
and 24) to give a 
diakinesis-like ar- 
rangement. It is 
likely that there 
is some movement 
of the chromosomes 
relative to one an- 
other. But it is 
impossible to de- 
termine directly 





Figs. 27-30 Brassica oleracea pollen mother-cells at meta- 
phase II showing secondary pairing types. 


Table 2. Correlation between secondary pairing in the two metaphase II 
plates in pollen mother-cells of B, oleracea 


Type of 
Plate A 

Type of Plate B 

9(1) 

1(2)+ 

7(1) 

2(2)+ 

6(1) 

00 

4(2) + 
1(1) 

1(3)+ 

6(1) 

1(3) + 

1(2)+4(1) 

1(3)+ 

2(2)+2(l) 

9(1) 

1 

4 

1 



1 



1(2)+7(1) 


6 

11 

1 


1 

3 


2(2) +5(1) 



10 

14 



3 

2 

3(2)4 3(1) 




4 

2 


1 

2 

4(2)+l(l) 









1(3)+6(1) 









1(3)+1(2)+4(1) 








3 

l(3)+2(2)+2(l) 








2 


Variance 

Degrees of 
freedom 

Sum of 1 

Squares | 

Mean Square j 

Log. Mean 
Square 

Between pollen 
mother-cells 

71 

345.3264 

4.9905 

1.60766 

Within pollen 
mother-cells 

72 

148.5000 

2.0626 , 

0.72393 

] 

sum 143 

sum 493.8264 

: 

Dift. 0.88363 
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how much of such movement occurs. A correlation in the degree 
of secondary pairing shown by the two metaphase II plates could 
be taken to indicate a minimum of movement. 

The split in the chromosomes becomes obvious towards the end 
of interphase (fig. 25), the nuclear membrane disappears and pro- 
metaphase II follows (fig. 26). Again the chromosomes approach 
one another and some become secondarily paired. Metaphase II 
plates (figs. 27-30) show various degrees of secondary pairing, cover- 
ing the same range of types as at metaphase I, and in similar pro- 
portions. The frequencies of the different types in the three slides 
are recorded in Table 1. In the case of 72 pollen mother-cells, both 
metaphase II plates were observed in polar view. These are specially 
recorded in Table 2 to determine whether there is any correlation 
between them. 

Statistical Analysis 

Tests of Homogeneity 

For this purpose, the data of Table 1 have been simplified in 
Table 3 by combining all the allegedly aberrant classes of secondary 
pairing, namely classes 5 to 11 of Table 1. The simplified table may 
then be treated as a contingency table and the contributions to 
for the different degrees of freedom obtained. 

Table 3. Test of homogeneity of metaphase I and II observations 


Class 

Metaphase I 

Metaphase 11 

Total 

MI 

and 

MJI 

Slide 1 

Slide 2 

Slide 3 

Total 

Slide 1 

Slide 2 

Slide 3 

Total 

9(1) 

obs. 

calc. 

14 

12.8831 

7 

9.8909 

11 

9.2260 

2^6917 

0 

0.6661 

3 

6.1395 

8 

4.1953 

11 

16.4083 

43 

1(2)+ 

7(1) 

obs. 

calc. 

32 

41.4676 

36 

31.8364 

36 

29.6961 

103 

96.8917 

2 

2.9023 

20 

26.7907 

26 

18.3070 

48 

64.1083 

161 

to 

obs. 

calc. 

51 

49.1169 

39 

37.7091 

3I1740 

122 

128.3333 

6 

4.7163 

46 

43.5349 

27 

29.7488 

78 

71.6667 

200 

3(2)+ 

3(1) 

obs. 

calc. 

41 

32.2078 

23 

24.7273 

16 

23.0649 

80 

78.2833 

4 

2.6395 

24 

23.4419 

14 

16.0186 

42 

43.7167 

122 

Aber- 

rant 

obs. 

calc. 

17 

19.3247 

14 

14.8364 

17 

13.8390 

48 

63.9000 

2 

2.1767 

27 

20.0930 

7 

13.7302 

36 

30.1000 

84 

Totals 

165 

119 

111 

386 

13 

120 

82 

216 

600 


Within metaphase I 
Within metaphase II 

Between M I and M II 


9.0364 

18.1619 

6.8197 


Degrees of Freedom 


Con elusion 


No heterogeneity 
Some heterogeneity 
(P between 0.02 and 0.06) 
No heterogeneity 


. ■ 
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The calculated values of m, the expected value in a perfect 
sample, for columns 3-5 in Table 3, viz. metaphase I frequencies 
for each slide, Avere obtained by dividing the observed marginal 
totals for metaphase I in column 6 between the three slides in the 
proportions of the total metaphase I observations for each slide, 
viz. the total figures at the feet of columns 3-5. The calculated 
values in columns 7-9 were obtained in a like manner from the totals 
in column 10 and the totals at the feet of columns 7-9. The calcu- 
lated values in columns 6 and 10 were obtained by dividing the 
totals in column 11 in the proportions of the number of observations 
made from all three slides at each division. The contribution to 
were then calculated with a minimum of labour, using the for- 
mula ^ ^ teansposition of the usual formula 

X^ = sf ^ As shown at the foot of Table 3, there is a slight 

indication of heterogeneity in the metaphase II observations. The 
contribution of the aberrant classes to the metaphase II x'^ is 6.8315 
for 2 degrees of freedom, and lies between 0.02 and 0.05; the remain- 
ing classes therefore contribute 11.3304 for 6 degrees of freedom 
and P for them lies between 0.05 and 0.10, we may therefore conclude 
that the data in Table 3 are homogeneous and that any slight 
tendency to heterogeneity may be traced to the aberrant classes, a 
group to which some doubt already attaches for quite other reasons. 

We may also make an analysis of i^ same way for the 
normal pairing classes alone. Table 4 shows the values of this 
statistic for the sources of variation important for our purpose. 


Table 4* Test of homogeneity for the normal classes of secondary pairing alone. 

(Cf. Tables) 


Interaction 
(Source of variation) 


Degrees of 
freedom 

P 

Divisions (1 and 11) and 
Secondary Pairing Types 

3,7796 

3 

0.30-0.40 

Slides (1, 2 and 3) and Types 

16.1349 

6 

0.01-0.112 

significant 

Divisions, Slides and Types 

3.8834 

6 

0.50-0.70 

Totals 

23.7978 

15 



There is a significant difference between the slides which may be 
traced to the following possible causes: (1) differences in fixation 
leading to slight clumping in some cases; (2) differences in subjec- 
tive counting of doubtful cases at different times. The latter pos- 
sibility may be examined as the material on each slide was counted 
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over a period of several days. A test of the interaction between 
secondary pairing type and day of scoring failed to disclose any 
heterogeneity traceable to this cause. 

Test of Metaphase II Correlation 

We may also determine whether the degree of the secondary 
pairing in the two plates (cf. Table 2) at metaphase II tends to 
be similar. This is best done by analysing the variance into two 
parts between and within pollen mother-cells. This is done at the 
foot of Table 2. There is no question that the difference between 
the two mean squares is significant. The value of z is 0.44182 which 
is well outside the 1% probability given in Fisher’s (1928) Table IV. 
Hence there is less variation within than between the pollen mother- 
cells and therefore a positive correlation between the kinds of 
secondary pairing in the two metaphase II plates of a pollen mother- 
cell. This means that the chromosomes at late interphase are not 
arranged at random but are influenced in their arrangement by that 
of the previous metaphase I. Therefore there is little movement of 
the chromosomes relative to one another at interphase. Such move- 
ment that does occur is probably all due to the change from the flat 
plate of telophase to the hollow sphere of interphase. There is 
little doubt that interphase, like the resting stage of mitosis, is in 
truth a resting stage mechanically. 

Likelihood of Secondary Pairing 

It has already been suggested that secondary pairing is depen- 
dent upon the bivalents lying or failing to lie in positions where 
they may pair at prometaphase. A parameter, the mean chance of. 
two bivalents pairing, may be calculated from the observed frequen- 
cies in column 11 of Table 3, neglecting the aberrant classes. The 
aberrant classes could be included, but the meaning of the parameter 
estimated would be less deflnite .and more open to doubt than that 
estimated in the present way. It is assumed: (1) that three pairs 
of bivalents are each capable of pairing secondarily; (2) that each 
pair has an equal chance, q, of pairing secondarily and a chance, 
p, of failing so to pair, such that p -h q = 1. The frequencies of 
metaphase plates with 0, 1, 2 and 3 groups of secondarily paired 
bivalents would be given by the expansion of (p + q) », namely 
P'* + 3p- q + 3pq2 + q«. The best values of p and q may be estimated 
from the data by the method of maximum likelihood (cf. Mather 
1936) . Putting q = 1 — p, the logarithm (L) of the likelihood 
.expression is 

L=43 log pHlSl log 3p2 (l-p)-l-200 log3p (1 - p)2-|-122 log(l-p)®. 
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This expression must be maximised; this condition will be satisfied 
by differentiating with respect to p and equating the differential to 
zero. The resulting equation 

dL 129 , 161(2-3p) , 200(l-3p) 366 ^ 

dir=-^+-p(i-p) + p(i-p) 

may then be solved for p by successive approximation and linear 
interpolation (cf. Mather, 1936, p. 406) . The standard error of the 
estimate is directly obtainable from the approximations. The values 
calculated are p = 0.4077 ± 0.0129 and q = 0.5923 ± 0.0129 ; the value 
of q is the chance that any particular secondary pair will occur. 

The degree to which the total observed frequencies of secondary 
pairing follow a binomial distribution is estimated in Table 5, using 
the above values of p and q in calculating the expected numbers 
in each class. The value of x“ is 5.9640 for 2 degrees of freedom. 


Table 5. Test of fit of normal secondary pairing frequencies to 
a binomial distribution 


Type of metaphase plate 

Observed numbers 

Expected numbers 

a- 

m 

9(1) 

43 

34.9683 

52.8766 

1(2)+ 7(1) 

161 

152.4037 

149.6092 

2(2)+6(l) 

200 . ; 

221.4089 

180.6612 

3(2)+3(l) 

122 1 

107.2196 

138.8179 

Totals 

516 

616.0005 

621.9648 


X2 = S -n = 521.9648-516 = 5.9648. 

Degrees of freedom = 2 ; x" at 5% point = 5.991 ; difference barely significant. 


namely four degrees, of freedom less one for the total number of 
observations and one for the estimated parameter (p or q). The 
value of at the point for 2 degrees of freedom is 5.991, so 
the difference is barely significant. The distribution of the differ- 
ences is peculiar, inasmuch as the lowest and highest values of 
secondary pairing are too frequent relative to the intermediate values. 
The mode is not displaced towards a high or lower frequency as 
might be expected. Errors may have crept into the observed fre- 
quencies from various sources: (1) A not inconsiderable class of 
aberrant metaphases have been omitted and these necessarily consist 
mainly of those with an intermediate degree of secondary pairing; 
further the omission of these aberrant classes has probably lowered 
the estimated value of q. (2) There is a tendency for adjacent 
metaphase plates to be correlated at metaphase II ; presumably a 
similar effect holds at metaphase I, It would contribute to distor- 
tions of the normal distribution, particularly in small samples. 
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Discussion 

On the whole the data indicate that the degree of secondary 
pairing closely follows a normal binomial distribution. This can be 
related to a simple mechanical basis. 

At diakinesis, bivalents are arranged at random around the 
periphery of the nucleus. Each one is surrounded by a number of 
neighbours, the balance of the bivalents being non-neighbours. In 
the present instance, each bivalent is surrounded by about five other 
neighbour bivalents, there being three non-neighbour bivalents. 
Hence each bivalent has a chance, five-eighths (0.625), of lying 
adjacent to a similar bivalent inside the diakinesis nucleus, there 
being two of each kind, and therefore in a position to pair secondarily 
at prometaphase. This value accords remarkably well with the esti- 
mated value of q (0.5923 ± 0.0129) with which it corresponds. We 
may conclude that secondary pairing is solely dependent upon the 
diakinesis positions of bivalents relative to one another and therefore 
that all bivalents which lie adjacent at diakinesis and which are 
capable of secondary pairing are so paired at metaphase I. Similar 
considerations would seem to apply to interphase and metaphase II 
and to prophase and metaphase of mitosis. 

The hypothesis is capable of test in the following manner, bear- 
ing in mind our two untested assumptions (1) that all chromosomes 
or bivalents repel one another equally at the end of prophase and 
(2) that the power of attraction between similar chromosomes (or 
bivalents) is equal for the whole complement. For, in certain cases, 
e.g. for 4, 6, 8, 12 etc. bodies (chromosomes or bivalents) it is easy 
to deduce theoretical late prophase (or diakinesis) arrangements 
of the bodies from geometrical analogies. The numbers of neighbour 
and non-neighbour bodies per body for several cases, are shown in 
Table 6, together with the values of q, the chance of two particular 


Table 6. Theoretical chance of secondary pairing between two bodies in 
nuclei with a specified number of bodies 


Number of 
bodies 

Number of neigh- 
bours per bo(iy 

Number of non- 
neighbours par body 

Value of q, i.e. chance 
of two similar bodies 
lying adiacent 

4 

3 

0 

1.0 

6 

1 4 

1 

0.84 ■ 

8 

1 3 close, 3 distant 

1 

0.857 (maximum) 

12 

1 5 

6 

0.455 


(i.e. similar) bodies lying adjacent. These values could be tested 
on suitable material. 

In the absence of movement of chromosomes relative to onie 
another during the resting stage, the late prophase pattern would 
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be that adopted at the previous telophase. This is important in 
Drosophila, since Kaufmann (1934) has shown that the chromosomes 
are somatically paired during prophase. Here the telophase pattern 
•would be the determiner of somatic pairing. 

Secondary pairing, and somatic pairing, is subject to limitation 
by several conditions the actions of which are by no means under- 
stood though capable of more exact study. (1) Large size of the 
chromosomes appears to inhibit it, since it is seen only in organisms 
with small chromosomes. (2) Numerical differences cause changes 
in frequency, high numbers of chromosomes reducing the chance of 
association between similar chromosomes. It would be instructive 
to compare somatic pairing in diploid and triploid Drosophila.' (3) 

. Structural dissimilarity, presumably, will weaken the attraction and 
may finally reach a point at which the attractive force is inadequate. 
Compare, for instance, the low frequency of secondary pairing in 
cultivated pears with its high frequency in cultivated apples (Moffett, 
1934) . (4) An exceptionally high force of repulsion at the centro- 

mere might inhibit pairing. (5) Inhibition of secondary pairing 
may be genetically controlled; no clear cases of such racial differences 
are yet known. In this connection, it should be possible to determine 
the relation between primary and secondary pairing by comparison 
of asynaptic with normal types. 

Summary 

1. Observations upon secondary pairing of bivalents at meiosis 
in Brassica oleracea (n = 9) suggest that this species is a secondary 
polyploid with a basic chromosome number of six. Three of the 
six basic chromosomes are present in duplicate, the other three but 
once each. Structural changes, inducing aberrant kinds of secondary 
pairing, are superimposed. 

2. The course of meiosis subsequent to diakinesis is described 
and it is shown that there is no direct continuity between the second- 
ary pairing present at metaphase I and metaphase II respectively, 
though the former tends to determine the latter. 

3. The relative frequencies of different types of secondary pair- 
ing at metaphase I and II are similar. Statistical tests indicate 
that any heterogeneity inherent in the data lies between the different 
preparations examined ; probably fixation can cause minor changes, 
especially emphasis of weak secondary pairing. 

4. There is a significant correlation in type of secondary pair- 
ing between the two metaphase II plates of a pollen mother-cell. 
Probably no movement of the chromosomes relative to one another 
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occurs during interphase, except during the period when the spherical 
distribution of the chromosomes is being established. 

5. In the normal classes of secondary pairing two similar 
bivalents have a mean chance, 0.5923 i 0.0129, of pairing second- 
arily. This is close in value to the chance, about 0.625, of two par- 
ticular bivalents lying adjacent at diakinesis. The normal classes 
fit a binomial distribution fairly well. 

6. We may conclude that two similar bivalents will be paired 
secondarily at metaphase I if they occupy adjacent positions at 
diakinesis. Similar data apply to interkinesis and metaphase II 
and to prophase and metaphase of mitosis. The mechanism, how- 
ever, will always be subject to the limitations imposed by mechanical 
and genetical inhibitors. 
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La genese des ^^conidies^^ d'origme ascosporale chez 
Aleuria violacea 

par 

P. Martens 

Institut J. B. Carnoy, Universite de Louvain (Belgique) 

Introduction 

Dans un article tout recent, (Bull. Soc. Myc. France, 1937), j'ai 
fait un releve, aussi complet que possible, des Ascomycetes ou le 
nombre de spores dans Tasque est sitperieur a huit; et j’ai esquisse 
une etude comparative de ces cas, plus nombreux et moins bien connus 
que ceux ou ce nombre est inferieur au chiffre normal. Rappelons que 
Tetat reellement ou apparemment polyspore de Basque peut provenir 
de trois phenomenes differents: 1° nouvelles mitoses des huit noyaux 
de Tasque, avant toute delimitation des ascospores; c’est ce que 
j'ai nomme la “polysporie vraie’’; exemples: Thecotheiis Pelletieri 
(Overton, 1906), Ryparobius brunneus (Dangeard, 1907), Philoco* 
pra coeruleotecta (JoLiVETTE Sax, 1918) ; 2'^ bourgeonnement en 
conidies, a Linterieur de Tasque, des huit ascospores normales; 
exemples: Taphrina, plusieurs Nectria, plusieurs Tympanis (Bre- 
FELD, 1891) ; 3° la dissociation, dans Tasque, de spores bi- ou pluri- 
cellulaires, chaque cellule etant capable de germer; exemples: 
Hypocrea (Tulasne, 1865; Brefeld, 1891), Ohleria (Berlese, 1894), 
certains Ophiobolus (Berlese, 1900). La litterature ne renseigne 
de recherches d'ordre cytologique que sur quelques cas de polysporie 
“vraie’’ et la presente etude porte sur un cas qui s'apparente, a la fois, 
a,.celui .des. conidies.. d'origine..ascosporale et. a. celui des dissociations 
d’ascospores dans Fasque. II s’agit d'un Discomycete : Aleuria 
violacea (Pers.) Gill.^^ 

Materiel et methodes^^ 

Les peritheces ont ete recoltes dans la foret de Meerdael (en- 
virons de Louvain) et fixes au liquide de Benda. J’ai utilise comme 
colorants: Fhematoxyline ferrique de Heidenhain, le liquide de 
Feulgen, Fhematoxyline Delafield et Ferythrosine, le rouge bor- 

1) Peziza, sec. Persoon et Seaver (1917) ; Plicaria, sec. Rehm (1897, p. 1002); 
Humuria, sec. Saccardo (Syll., 8, 149); Aleuria, sec. Gillet, Boudier (1907, p. 45) et 
Bresadola (1933, pi. 1217, 1). 

2) Ces recherches ont ete effectuees avec Taide d’instruments pretes par le Fonds 
National Beige de la Recherche Scientifique. 
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deaux et I’erythrosine, le rouge-congo, I’iode iodure (formule de 
Lugol) , le bleu d’aniline en solution acetique diluee. Les observations 
n’ont ete poussees qu’avec les deux premieres methodes et les figures 
reproduites ici ont toutes ete faites d’apres des preparations qui en 
proviennent. Les dessins ont ete executes a la chambre claire d’ABBE, 
a hauteur de la table de travail, avec I’objectif apochromatique, a im- 
mersion homogene, de 2 mm. de distance focale, de Zeiss (N.A.=1.30) 
et I’oculaire compensateur 15 x ; il y a exception pour les figures 1, 
12 et 18, faites avec I’oculaire compensateur 4x. 

Observations 

1. Apres la troisi^me mitose de I’asque, il se delimite huit asco- 
spores ovales uninucledes qui, rapidement, s’allongent pour devenir 
elliptiques, puis fusiformes (fig. 1). L’asque doit etre consideree 
comme mure a ce stade, les spores pouvant etre liberees dans cet 
etat et possedant deja leur membrane propre. L’unique noyau occupe 
regulierement le milieu de la cellule sporale, dans une zone de proto- 
plasms plus dense, bordee, le plus souvent, de deux zones plus vacuor 
laires. On y discerne un caryosome assez gros et, dans les cas 
favorables, quelques petits granules chromatiques situes en Peripherie 
(figs. 1, 2, 3) . 

2. L’ evolution qui aboutit a la formation d’asques bourrdes de 
centaines de conidies (fig. 18) debute par la mitose de I’unique noyau 
sporal (fig. 4), suivie du cloisonnement transversal de la spore en 
deux cellules d’egale dimension (figs. 5, 6). Peu apres, une seconde 
mitose et un nouveau cloisonnement transversal rendent la spore 
quadri-cellulaire (figs. 9, 10) . La seconde mitose est presque tou jours 
simultanee dans les deux cellules composantes; j’ai releve cependant 
quelques exceptions (fig. 8). En meme temps, la spore subit un ac- 
croissement de taille, qui predomine dans le sens longitudinal ; ac- 
croissement sensible des la premiere division et qui se poursuivra 
lors des divisions ulterieures (figs. 2-13). 

Dfes le premier cloisonnement, la spore pent subir, dans I’asque, 
une dissociation de ses deux cellules, qui poursuivront sdparement leur 
evolution (fig. 7) . On evitera de confondre ces aspects avec ceux des 
spores coupees par le rasoir, toujours plus ou moins obliquement 
lorsque I’asque est en vue longitudinale axiale (ex. fig. 1). 

Les figures 4, 5, et 7 montrent que I’axe de la 1^‘ et de la 2*^ mitose 
s’oriente - ou du moins peut s’orienter - perpendiculairement au 
grand axe de la spore, les noyaux-fils devant ensuite se deplacer avant 
que n’intervienne la cloison transversale. Remarque interessante, 
car cette orientation est opposes a cells de I’ axe de croissance future 
de la spore. En outre, elle ne s’accorde pas avec la “deuxieme loi des 
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mitoses de segmentation” etablie par Hertwig ; mais le desaccord, ici, 
est moins grand qu’il ne parait a premiere vue, car il f aut tenir compte 
du disque de protoplasme plus dense, occupe par le noyau dans la 
region equatoriale de la spore et borde des deux zones vacuolaires ; la 
zone de protoplasme “actif” a souvent, dans ces cas, sa plus grande 
dimension dans un sens qui est transversal pour la spore entiere. On 
salt d’ailleurs que les exceptions a cette loi ne sont point rares. Au 
surplus, la raretd des figures claires de division empeche d’affirmer 
que cette orientation est constante ; la figure 6 pent correspondre aussi 
bien a une mitose a fuseau longitudinal qu’a un ddplacement secondaire 
des noyaux apres une mitose a fuseau transversal. 

Interviennent ensuite deux nouvelles mitoses et deux nouvelles 
cloisons transversales, ce qui donne six cellules a la spore totale. Ce 
sont generalement les deux larges cellules du milieu qui subissent 
cette nouvelle division, plus rarement la cellule apicale (voir le 
noyau en division dans la fig. 9) .- Le synchronisme des deux nouvelles 
mitoses est moins constant que pour les precedentes: Dans la figure 
14, une spore a 4 cellules, deux autres en ont cinq, dont une detachee 
d’elle a la pointe; d’autres spores de la meme asque, plus avancees, 
ont deja acheve leur evolution en conidies. L’asque de la figure 12, 
au contraire, sur 5 spores entieres, en a 4 au stade de 6 cellules ; la 
1®, la 3® et la 4® (comptees a partir de I’apex) sont probablement dans 
le meme cas, mais coupees par le rasoir ; la 5® seule n’a que 5 cellules 
et Tune des cellules medianes, deux fois plus longue, doit etre proche 
du cloisonnement. Cette asque ne contient aucune conidie, sauf peut- 
etre une spherule de signification douteuse a la pointe de la 4® spore. 

Une 4® serie de deux mitoses et de deux cloisons transversales 
pent reduire la- spore a 8 cellules superposees; mais la serie des 
cloisonnements transversaux s’arrete presque tou jours au stade de 
6 cellules; les quelques spores octocellulaires rencontrees etaient deja 
fragmentees, en outre, en deux “demi-spores” quadri-cellulaires (fig. 
13). Cette fragmentation, qui, avons-nous vu, pent dater du stade 
de deux cellules, est souvent plus tardive (figs. 11, 12) ; dans les trois 
longues ascospores de la figure 14, les diverses cellules sont precise- 
ment en voie de dissociation. 

3. C’est normalement a partir du stade de 6 cellules superposees, 
- rarement plus tot ou plus tard, - que revolution sporale se poursuit 
differemment : 1° Les noyaux subissent des divisions repet ees, que 
ne suit plus aussi vite le cloisonnement ; d’ou des cellules plurinucleees 
(figs. 11, 13, 14) . 2° Les cellules, - surtout les m6dianes, - deviennent 
plus vacuolaires (fig. 14). 3° Chaque cellule subit maintenant des 
cloisonnements dans tons les sens, I’orientation des cloisons nouvelles 
paraissant plus ou moins liee a la situation des vacuoles, comme on 
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Ta deja montre pour les filaments ascogenes (Gwynne-Vaughan & 
Williamson, 1931) (figs. 15, 16). Ces divisions se poursuivent 
jusqu’a reduire chaque spore primitive en trente a quarante petites 
cellules polygonales ou conidies qui, aussitot que produites, tendent a 
s^ecarter les unes des autres et a se repandre librement dans Tasque 
(figs. 15, 16, 17, 14, 18). II faut chercher longtemps pour trouver, 
deci-dela, soit pour une spore entiere, soit pour une ^'demi-spore'^ un 
assemblage de conidies dont la forme d’ensemble et la disposition des 
parties trahissent encore le contour sporal primitif (figs. 15 [spore 
superieure], 16 [moitie inferieure], 17). 

Ici encore, le synchronisme est loin d'etre parfait: La spore 
superieure de la figure 15 est plus avancee que Tinferieure, et les deux 
moities de cette derniere le sont inegalement. II en est de meme des 
deux moities de la spore de la figure 16. Dans Tasque ou cette derniere 
est dessinee, certaines spores sont moins evoluees, et d'autres entiere- 
ment reduites en conidies. La figure 14 est dans le meme cas. 

— ljSgende des figures CI-CONTRE : 

Coloration au Feulgen pour les figs. 5, 9 et 10, a Phematoxyline ferrique de 
HeideNHain pour toutes les autres. L'^chelle placee a droite de la fig. 12 vaut pour 
les figs. 1,12 et 18, dessinees avec I'oculaire 4x; Techelle placee sous la fig. 19 est 
valable pour toutes les autres, dessinees avec Poculaire 15x (Grosst original : 2.600 x, 
reduit d’ V 4 ia reproduction). 

Fig. 1. Asque normale . a huit ascospores uninucldees ; les 3 spores superieures sont 
coupees par le rasoir ; a gauche, une paraphyse. Fig. 2. Ascospore uninucleee. Fig. 3. 
Idem. Noyau volumineux (prophase ?). Fig. 4. Fin de la premiere mitose ; comme dans 
les figures preeedentes, les noyaux occupent une rdgion mediane de protoplasme plus 
dense. Figs. 5 et 6. Premier cloisonnement transversal. Fig. 7. Moitid d'une spore, 
disscciee en ses deux cellules composantes ; noyau divise ; comme en 4 et 5, la situa- 
tion des noyaux implique une mitose a fuseau orientd transversalement. Fig. 8. Spore 
tricellulaire ; noyau indistinct dans la cellule intermediaire. Figs. 9 et 10. Spores 
quadricellulaires ; en 9, noyau en haltere (telophase) dans une des cellules inf erieures ; 
noyau peu distinct (et non dessine) dans trois autres cellules. Fig. 11. Spore a six 
cellules superposees, en debut de dissociation dans sa partie inferieure ; cellule supe- 
rieure avec 2 noyaux en telophase ; deux cellules plus has, noyau volumineux, a gros 
granules chromatiques (prophase ?). Fig. 12. Meme stade : asque entiere avec ses huit 
spores ; trois sont entamees par le rasoir (details non figures). Fig. 13. Deux demi- 
spores”, chacune a quatre cellules superposees et entourees de quelques conidies ; trois 
cellules sont binucleees, trois sont uninucleees et Pun des noyaux parait en division 
(dans la grande cellule de droite); a gauche, deux cellules fortement colorees, en 
degenerescence. Fig. 14. Asque contenant trois spores de 4 ou 5 cellules en voie de 
dissociation et entourees de conidies provenant de spores plus evoluees; plusieurs 
cellules contiennent deux ou trois noyaux dont certains sont en division. Fig. 15. 
Asque a deux spores plus evoluees; dans la spore infdrieure. nouvelles mitoses, orientees 
diversement, dans des cellules tres vacuolisdes ; debuts de cloisonnements dans tous 
les sens ; spore superieure deja rdduite en ''conidies’^ dont certaines sont reunies par 
de minces, filaments apparemment plasmodesmiques Fig. 16. Spore dont les deux 
moitids sont inegalement evoludes. Fig. 17. “Demi-spore’^ reduite en conidies. Fig. 18. 
Asque entiere (avec paraphyse) remplie de conidies difierenciees (details non figures). 
Fig. 19. Conidies en germination a la surface de Phymenium ; aspect de bourgeonne- 
ment dans I'une d^elles ; noyau discernable dans trois autres. Figs. 20, 21, 22. Germina- 
tion plus avancde ; quelques noyaux discernables ; en 21 (?) et 22, il semble y avoir eu 
anastomose entre filaments Issus de deux conidies diff^rentes. 
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Je ne suis jamais parvenu a mettre clairement en evidence les 
membranes cellulaires communes, evidemment tres minces et fort 
ephemeres, qui reunissent encore, avant leur separation, les diverses 
cellules conidiennes. J’ai meme doute de leur existence et cru d’abord 
qu’il y avait seulement etranglement et partage du protoplasme en 
plusieurs masses, par suite de la confluence des vacuoles, et forma- 
tion ulterieure, libre, d’une mince paroi a la surface de chaque conidie. 
II faut avouer que certains details des figures 15 et 16, par exemple, 
s’accordent bien avec cette explication; rappelons que ce mode de 
cloisonnement a ete observe ailleurs chez les Champignons (dans le 
sporange des Phycomycetes, par exemple) et qu’il n’est pas sans 
analogie avec ce que certains auteurs ont admis - contrairement a 
la plupart des autres-pour la delimitation des ascospores (JONES, 
1926) . Je ne puis cependant admettre ici ce processus, parce que la 
forme des conidies serait alors, des le debut, arrondie ou ovale et 
qu’elle est, au contraire-et tres regnlierement - poly gonale, resultat 
evident d’un cloisonnement authentique. II faut done admettre que, 
dans les figures 15, 16 ou 17, la mince membrane commune n’est pas 
discernable ou a deja disparu. Apres fixation et coloration, on voit 
souvent des conidies, avant leur ecartement, reunies par de minces 
filaments colores, apparemment “plasmodesmiques” (figs. 15, 16, 17) . 

Chaque conidie comporte une grande vacuole centrale et un 
peu de protoplasme parietal fortement colore, dans lequel il est rare 
de bien discerner un gros granule plus noir: le noyau (figs. 14-18). 

Finalement I’asque ne contient plus qu’une masse informe de 
plusieurs centaines de conidies (fig. 18), qu’elle deverse au dehors, 
concurremment a d’autres asques qui liberent des spores normales. 

On peut se demander si, une fois separees, les conidies subissent 
encore, dans I’asque, de nouvelles divisions qui augmenteraient leur 
nombre. Cette eventualite n’est pas exclue, mals aucune observation 
ne me porte a I’admettre et d’autres m’en detournent, notamment le 
maintien de la taille et de la forme polygonale des conidies jusqu’a 
leur liberation et leur germination, ainsi que leur nombre approxi- 
matif moyen, evalue a 200-300 dans une asque pleine. 

4. L’hymenium mur est reconvert exterieurement d’une mince 
couche de gel6e amorphe, ou un bon nombre des conidies liber ees sont 
en germination (fig. 19). Le filament germinatif produit est d’abord 
extrfimement etroit et il s’elargit ensuite. J’ai trouve egalement 
quelques aspects de bourgeonnement. Dans les cas favorables et 
dans les filaments plus ages, on distingue deux ou trois noyaux, mal- 
heureusement trop petits pour en permettre I’etude (figs. 20, 21). 

Les jeunes myceliums se ramifient t6t. Il est frequent d’en 
trouver qui paraissent resulter d’anastomose entre filaments issus de 
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deux conidies differentes (figs. 21[?], 22). Mais Tabsence d'une 
seriation suffisante et de toute verification experimentale interdit une 
interpretation ‘"sexuelle” de ces aspects et d-en tirer une conclusion 
relative au cycle evolutif de Tespece. 

Commentaires 

L^evolution qui vient d^etre decrite doit etre rattachee, a premier 
examen, a celle des '^conidies'' d’origine ascosporale, observees chez 
d’autres Ascomycetes. J'ai montre ailleurs (1937) qu’a part quelques 
donnees fragmentaires ou suspectes de Sollmann (1864) et de 
JANOWITSCH (1865) , et si Ton exclut le cas particulier des Exoascales, 
nous ne disposons, a ce sujet, que des observations de Brefeld (1891) 
et qu'aucune n’etait d’ordre cytologique. Une confrontation avec 
nos resultats est done ici necessaire, 

1. Brefeld observe que les conidies resultent du bourgeonne- 
ment des ascospores dans Pasque, a la fagon des Levures. Chez 
VAleuria, aucun des stades ne montre de veritable bourgeonnement, 
mais bien une double serie de cloisonnements, precedes de mitoses 
et accompagnes de phenomenes de croissance et de dissociation 
cellulaire. La confusion est cependant possible; on trouve frequem- 
ment des conidies collees contre des ascospores et paraissant en 
provenir (figs. 13, 14) . Mais un examen plus attentif demontre qu’il 
Skagit de conidies deja differenciees, produites aux depens d’une autre 
ascospore et adherant a une spore moins evoluee. Ces aspects sont 
introuvables dans les asques ou le nombre des spores entieres est 
encore au complet. En outre, la forme des conidies produites, 
tou jours plus ou poins polygonale, s^oppose a Thypothese du bourgeon-, 
nement. 

2. Faut-il aller plus loin et, de cette constatation relative a 
VAleuria, tirer une critique de la position de Brefeld vis-a-vis des 
autres especes qu’il a etudiees? On vient de voir que la confusion 
est aisee, par suite de Tabsence de synchronisme des phenomtoes dans 
une asque donnee. Cela parait precisement le cas du Nectria Coryli, 
par exemple (Brefeld, pi. 4, fig. 6). D'autre part, j’ai note deja 
(1937) que le bourgeonnement levuriforme - en tant que tel- etait 
insuffisamment prouve par les figures de cet auteur : les seules qui 
rniustrent assez clairement proviennent de spores observees, non. 
dans Tasque, mais isolement et dans un milieu de culture liquidey ce 
qui rend suspect le caractere naturel du phenomene. 

Certaines figures de Brefeld seraient cependant propres a re- 
pondre a la premiere au moins de ces objections; car on y denombre 
les huit ascospores, outre des conidies qui deja les entourent. Si ces 
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figures sent bien exactes, il est difficile d’eearter la probabilite d’un 
bourgeonnement — ou d’un phenomene analogue — pour NeetTia in- 
aurata, Ophionectria scolecospora, Calosphaeria taediosa, Tijmpanis 
trunculata et pinastri et Coryne prasinula. Mais les remarques qui 
precedent et mes propres resultats autorisent a en exiger la verifica- 
tion. Ajoutons que Topinion de Martin (1925) admettant, pour le 
Taphrina, I’amitose du noyau lors du bourgeonnement, doit etre 
ecartee jusqu’a preuve contraire. Des affirmations de ce genre n’ont 
jamais fait, lorsqu’il s’agissait de materiel normal et sain, que 
traduire I’impuissance a deceler ou k mettre en Evidence d’authen- 
tiques figures de mitose, impuissance que la petitesse des noyaux et 
d’autres difficultes techniques suffisent d’ailleurs a excuser. 

S’il faut, pour VAleuria, ecarter I’idee d’un bourgeonnement 
authentique, ne doit-on pas ramener des lors ce cas a celui de 
YHypocrea, de VOhleria, ou de VOphiobolus, et admettre que les 
cellules finales proviennent simplement de la dissociation d’ascospores 
pluricellulaires? On ne le pourrait qu’a condition de charger cette 
assimilation de nuances assez importantes. 

En eifet, ce ne sont pas les 2, 4, 6 ou 8 cellules d’une ascospore 
entiere qui, comme dans les genres precites, se separent I’une de 
I’autre pour donner les cellules finales, denommees conidies. Les 
conidies proviennent toujours de cloisonnements nouveaux, dans tons 
les sens, subis par les 6 ou 8 cellules de I’ascospore, 'posterieuremmt 
a leur dissociation, au moins partielle; et ces 6 ou 8 cellules sont 
issues de premiers cloisonnements uniquement transversaux. En 
d’autres termes, I’origine des conidies reside dans un phenomene 
distinct et posterieur a celui qui amorce la dissociation de la spore 
en ses cellules propres; cette dissociation a lieu au stade de six, de 
quatre, voire de deux cellules, alors que celles qui deviendront coni- 
diennes n’existent pas encore. La croissance, subie par la spore et 
les cellules sporales au cours de cette evolution, accentue encore la 
difference avec le cas de VOhleria, ou de YHypocrea. 

Cette evolution une fois reconnue, le terme “coni die”, dej^ dis- 
cutable pour des “bourgeons”, paraitra bien peu adequat; car il 
n’existe pas ici de filament ou de cellule qui serait le “conidiophore”, 
a la fois support et producteur. Parler de “cellules sporales” n’est 
guere plus satisfaisant, puisque les cellules prennent naissance lorsque' 
la spore n’a plus, en somme, d’existence individuelle. Les termes 
“ spermaties" , “spermatoids” , “spermatoide Sporen”, utilises par 
quelques auteurs, entrainent des confusions avec d’autres appareils 
reproducteurs et font trop presumer d’une “valeur”, sur laquelle nous 
ne disposons encore d’aucun renseignement. Il serait plus logique de 
parler d’“oidies ascosporales” ou “d’origine ascosporale”, malgrd le 
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caractere ''reproducteur'' et non 'Vegetatif ' de la formation qui en 
est le point de depart; car on pent faire etat, a ce point de vue, des 
4 ou 5 mitoses 'Vegetatives'', subies par Tascospore unicellulaire avant 
r^^individualisation'' des cellules reproductrices finales. 

Resume 

Dans un hymenium mur d'Aleuria violacea (Pers.) Gill., un 
certain nombre d’asques renferment plusieurs centaines de petites 
‘^conidies’\ capables de reproduire le mycelium (fig. 18). La genese 
de ces conidies, aux depens des huit ascospores normales (fig. 1), a 
ete decrite en detail. L'ascospore iminucleee subit d'abord une 
premiere serie de mitoses et de cloisonnements transversaux, et elle 
s'accroit concurremment (figs. 2-12) . Les cloisonnements peuvent 
s’accompagner, parfois des la premiere division, de la dissociation 
des cellules sporales (figs. 7, 13, 14), Ces dernieres subissent ensuite 
une seconde serie de mitoses et de cloisonnements dans tons les sens, 
dans un protoplasme devenu tres vacuolaire, et ^orientation des 
cloisons nouvelles parait liee a la situation des vacuoles (figs. 14-16) . 
La spore primitive est finalement reduite en une trentaine ou une 
quarantaine de petites ‘'conidies^' polygonales, qui se separent et se 
repandent dans Tasque et sont ensuite liberees (figs. 15-18). Elies 
germent deja a la surface de Thymenium, dans la mince couche de 
gelee amorphe qui recouvre celui-ci (figs. 19-22) . 

Cette evolution ne comporte aucun phenomene de bourgeonne- 
ment proprement dit, et elle ne se ramene pas non plus a une simple 
dissociation de spores pluricellulaires en leurs cellules composantes. 
Elle a ete comparee avec les autres cas du meme ordre et principale- 
ment avec les resultats de Brefeld. 
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The Hydration and Dehydration Phenomena in Mitosis 

By 

Yoshinari Kuwada 

Botanical Institute, Kyoto Imperial University 

Under the heading given above I am attempting to take up in a 
rather fragmentary way some problems in nuclear division relating 
to changes in water-relation, and briefly to discuss them from the 
morphological point of view. The terms hydration and dehydration 
are used simply as denoting the changes in water-relation. 

I. The Restitution Nucleus 

It has been suggested in the previous paper (Kuwada, 1935) 
that a certain causal relation may exist between the abnormal 
prophasic contraction of the meiotic nucleus which has been found 
by Rosenberg in one type of his restitution nuclei, and the somatic 
form of chromosomes appearing in the nucleus on its recovering from 
I the contraction, a suggestion which means that the chromonema 

coiling for the second spiralization may be suppressed under the 
abnormal condition causing the nuclear contraction, so that the 
meiotic form of the chromosome is not realized. Such a change in 
the protoplasm as to cause the suppression of the chromonema coiling 
should also occur in the second or the typical type of the restitution, 
but in a later stage where the meiotic form of chromosomes has already 
attained to completion, and therefore, in this latter type the chromo- 
somes are of the meiotic form. The abnormal mitoses experimentally 
induced by subjecting cells to abnormally high or low temperatures, 
by treating them with various narcotics, or by exposing them to 
different rays, can all be regarded as kinds of this abnormal type of 
mitosis. According to the results of experiments carried out by 
Shigenaga,* the direct cause beginning this type of abnormal mitosis 
is a dehydration taking place in the protoplasm. He has also found 
that the telophasic reconstruction of the nucleus or the natural un- 
ravelling of the chromonemata in spirals is primarily connected with 
hydration of the chromosome material. Similar results of experi- 
ments have been reported by many workers. As from the telophase 
to the interphase no distinct trace of swelling of the chromonemata 

I *) Each paper marked with an asterisk is published in the present com- 

I memoration number. 
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can be seen, it seems highly probable that the hydration in question 
is largely connected with the matrix substance of chromosomes. 

In conclusion we may say : The formation of the restitution 
nuclei rests primarily on the arresting of the chromosome migration 
movement toward the poles, owing to an abnormal dehydration in 
the protoplasm, and secondarily on the restoration of the normal 
water-relation which renders the chromosomes hydrated, so that the 
reconstruction or the vital unravelling of the chromonema spirals 
results. The doubling of the chromosome number which characterizes 
the result from this type of abnormal mitosis is only a natural con- 
sequence of the suspension of the migration movement of the chromo- 
somes to the poles. 

II, The Heteropyknosis 

The structures called karyosomes, chromocenters, prochromo- 
somes &c. seem to represent “definite chromosomal regions which 
remain condensed and highly chromatic (“heteropyknotic”) instead 
of forming portions of the reticulum” (Shaep, 1934). With im- 
proved methods of chromosome unravelling Shinkb* has succeeded 
in bringing some of these structures into the reticulate state in which 
they are no longer distinguishable from the other portion of the 
nucleus, and OURA has also succeeded with his own improved method 
(cf. OUEA, 1936) in unravelling the sex-chromosomes in the resting 
nucleus of an insect with the same result.’ > 

While the ordinary chromosomes which can also be unravelled 
experimentally (Kuwada and Nakamura, 1934 a) , undergo the 
natural unravelling at telophase, the structures such as chromo- 
centers and sex-chromosomes do not. The latter can be unravelled 
only artificially. The difference between these two cases, it seems, 
is to be sought in the difference in the degree of hydration capability 
of the achromatic matrix substance rather than in the nature of the 
chromatin (comp. I, the telophasic unravelling). 

III. The Structure of the Resting Nucleus 

The experiment in which we have succeeded in obtaining a 
structure imitating that of the normal nucleus directly from meta- 
phasic chromosomes may be regarded as confirming the result of 
observation of chromosome behaviour through successive stages in 
mitosis; namely that the nucleus is fundamentally not more than a 
mass of unravelled chromonemata. Ouea’s success of unravelling 
small chromosomes with his improved method^> will be able to extend 


1) To be published later. 

2) The investigation is in progress. 
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this conclusion of the chromonema structure of the nucleus much 
wider than our present limitation to the cases of large chromosomes. 
While in certain tissues this structure of the nucleus is clearly visible, 
in others it is obscure with intermediate grades. In our previous 
paper, we expressed the view that the clearness or obscureness of 
the nuclear structure may be determined by a change in the condi- 
tion in the milieu (Kuwada and Nakamura, 1934 b). Strohmeyer 
(1935) has recently shown by experiments that the clearness or 
obscureness depends upon the change in the refractive index due to 
the hydration degree. A more extensive study on this line of inquiry 
is being undertaken by Shinke, and the results hitherto obtained are 
briefly reported in this commemoration number. The results obtained 
by Strohmeyer and Shinke very much simplify the morphological 
conception of the resting nucleus, and make it possible to define the 
term more clearly. The resting nucleus is in the morphological sense 
nothing more than the interphasic nucleus. Both are fundamentally 
of the same structure, but may have different appearances according 
to the hydration degree of the nuclear elements. No advance in 
stage is involved in the transformation of the nucleus from interphase 
to the metabolic stage (Kuwada and Nakamura, 1934 b) . Accord- 
ing to the result obtained by NAKAMURA* in his desiccation experi- 
ment of the nuclei, the polarization microscope also seems to reveal 
that the telophasic orientation of the chromosomes still remains, not 
largely altered in the resting stage. It is noted here, however, that 
in tissues where any further division of the nucleus does not take 
place, much deeper changes in structure may occur in the nuclei. 

IV. The Coiling Mechanism of the Chromonemata 

Now we take up the problem on the mechanism of the chromo- 
nema coiling to discuss it from the view point of the change in 
water-relation in the chromonemata. The present discussion is based 
on the idea that has developed under the suggestion of Prof. Schmidt 
in Giessen, given to me on my personal visit to him, to whom I wish 
to take this opportunity of thanking for his kind suggestion. 

In the previous paper (Kuwada, 1935), we came to the conclu- 
sion that the chromonema spirals are formed in the co-operation of 
the twisting which must originate internally in the chromonemata, 
and of the contraction power of the chromosome matrix. In the 
present paper we shall discuss these questions : first, what the cause 
of the twisting is; secondly, how the twisting can give rise to a 
spiral ; thirdly, whether there can in fact be found in the stage where 
the coiling is beginning to appear, such a condition as to cause the 
twisting. 
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1. According to Schmidt (1934) plant fibres are spirally 
twisted when they are strongly swollen by sulphuric acid. In these 
fibres, when observed in the intact state, the deviation from the 
straight extinction between crossed nicols is not demonstrable, and 
he concludes that in these fibres the tendency of the twisted structure 
must be very little in the intact state. He regards the clear display 
of the twisted structure by the swollen fibres as due to the intensifica- 
tion of the tendency by the anisotropic swelling. The chromonemata 
may have a certain tendency of the twisted structure, even if it is 
not so pronounced as to be demonstrable between crossed nicols,^) and 
it seems not unreasonable to assume that they may be brought to a 
twisted state by an anisotropic swelling. If the thread to be twisted 
is free at both or at one end, it will be twisted by rotation around its 
axis, but if fixed at both ends, it can not rotate, and is twisted with 
a certain number of turning points at which the direction of twist- 
ing is reversed. In the case of the chromonemata the latter case 
seems to be of usual occurrence rather than the former. 

2. The twisting thus formed must be in a balanced state, so 
far as the condition brought about by the anisotropic swelling is 
continued. The twisting is comparable with that of a clay model. 
There is no force in the thread which strives to restore its original 
untwisted condition. When, however, the balanced state of the twist- 
ing is broken by the attainment of uniform taking in of imbibition 
water, the twisted chromonema will undergo untwisting just as does 
a thread enforced to twist by an external force on relaxation of the 
stress. An analogous example has been shown by Rywosch (1925) 
in the case of pods of Caragana arborescens put into water. The pod- 
halves in water are twisted into a spiral form, the distribution of 
imbibition water taken in being uneven, but soon they tend to become 
untwisted when the water has become uniformly distributed. 

There are two methods of untwisting. In one method, the thread 
rotates around its axis in the direction opposite to that of the twist- 
ing as many times as it did on twisting. This is true untwisting. In 
this method, if the twisted thread has no turning point, the untwisting 
can not be realized when the thread is fixed at both ends. In this 
condition it is possible only when the thread has a turning point or 
points. In the second method, on the other hand, the untwisting can 
be realized in the case with fixed ends, and is effectuated by merely 
transforming the twist into spirality. The thread is completely un- 


1) According to Frey (1926), even in the case where no method of observa- 
tion, morphological, optical, or rontgenometrical can disclose the twisted state 
of a fibre, a certain degree of twisting can be recognized by the fact that the 
fibre rotates around the axis when a small weight is attached at one end. 
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twisted, if it is transformed into the spiral the number of turns of 
which is the same as the number of rotations of the thread when 
twisted. In this method of untwisting the twist is not lost, but still 
exists, though the thread itself is in the completely untwisted state. 
The spiral is merely a form of twist in which the thread has escaped 
from twisting. With respect to the whole length of the thread the 
twist still remains. This will be easily seen when a double wire- 
spiral is pulled out into a pair of wire-threads. In the case of the 
chromonemata, the rotation does not seem easily to take place 
through their whole length, but they have turning points, and there- 
fore, either type of untwisting will do. If, on the other hand, there 
is a certain spacial limitation along the axial direction of the chromo- 
nemata such as is due to the lengthwise contraction of the matrix 
substance, the chromonemata will be untwisted more naturally by 
the second method than by the first, because the first method gives 
rise to lengthening of the chromonemata, the second to shortening. 
If in the formation of the chromonema spirals the contracting power 
of the matrix substance plays an important role, the untwisting must 
be done by the second method i.e. the method which gives rise to 
the formation of the spiral. This is the mechanism through which, 
we assume, the chromonema spiral is formed. The mere anisotropic 
swelling is not sufficient to produce the spirals of chromonemata in 
which the spiral axis and spiral turns are nearly at right angles. In 
the spiral of a fibre produced by anisotropic swelling the angle be- 
tween the spiral axis and turns is given as 10° by Schmipt (1934). 
It may be noted here also that on spiralization the complete untwist- 
ing can not be realized, but that a certain slight degree of twisting 
will remain. This remaining twist will serve for the beginning of 
the next twisting. 

Ohara’s case of silk thread experimentally swollen is very 
interesting in regard to the spiral formation mechanism (Ohara, 
1933). According to him the cocoon thread is slightly twisted, and 
especially in the central zone. When the thread is artificially swollen, 
it is considerably shortened, and the twisting or spirality becomes 
clear in the central zone. In the case shown in his Fig. 9 (the left 
hand side, vertical part of the thread) the spiral of the central zone 
is astonishingly regular and beautiful. In this ease the spiralization 
is undoubtedly connected with the shortening of the cortical layers, 
but without an internal tendency such a regular spiral as shown in 
his Fig. 9 fs not to be expected. In the case of chromonema spirals, 
the chromosome matrix perhaps acts like the cortical layers of the 
silk thread, protecting the chromonema from its true untwisting by 
its viscousness, and playing a prominent role in aiding spiralization 
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and k 60 ping^ the rGgular form of th6 spiral by its contracting forcG. 
If the matrix loses this contracting power, the chromonema spirals 
will become irregular — ^the condition which we generally find in the 
resting nucleus. If the matrix substance undergoes a marked change 
and is rendered much less viscous than it is in the resting stage, the 
chromonemata can rotate gradually so as to untwist and come to the 
pulled-out state — a condition which characterizes the early stage of 
the meiotic prophase called the leptotene. This untwisting can take 
place with both ends fixed, because the spiral has turning points, and 
therefore, the untwisting does not give rise to the twisting around 
between or among neighbouring chromonemata.^’ 

In the resting stage the chromonemata are often swollen, but 
here the matrix has lost its contracting power, and accordingly the 
swelling does not give rise to the coiling. There may be a certain 
doubt as to the existence of the so-called matrix (cf. Milovidov, 
1932) . It is true that we had hitherto had no clear data from histo- 
chemical studies and staining. Recently, however, Fujil and Yasui 
(1936) have succeeded in the differential staining of the chromonema 
and the hyalonema (the matrix) with methyl blue and safranin. 
They (1934) have also demonstrated that the chromonema and the 
hyalonema differ in the degree of absorption of ultraviolet rays. 
According to Nakamuea,* the so-called chromosome-negative which 
comes to our sight when chromosomes are treated with hot water 
is doubly refractive. This substance may be identified with the 
matrix substance. 

3. We have not yet data which are full enough to discuss the 
third question, but shall try to make some considerations. YAMAHA 
(1935) has reported that in dividing pollen mother cells the pH of 
the karyoplasm varies in different stages. According to him, in 
Liliwm speciosum (heterotype division) it is 4.35 in early prophase, 
4.5 in late prophase, 4.2 in metaphase, 4.1 in anaphase, and 4.6 in 
telophase, and in L. auratum it is 4.6 in early prophase, 4.7 in late 
prophase, 4.2 in metaphase, 4.1 in anaphase, and 4.6 in telophase. In 
these plants the lEP for the karyoplasm is reported by the same 
author to be about at pH 3.8. Considering the matter by taking these 
data on pH and pHi together, we come to the conclusion that the 
spireme thread must be in a more hydrated state in the late prophase 
than in the early prophase. If this conclusion is right, we may say 
that the coiling of the chromonemata is associated with or preceded 
by its swelling, because as already discussed in the previous paper 

1) A small number of twists may be produced between the neighbouring 
chromonemata, when the spirals have some number of turns formed by the free 
rotation of the end parts of the chromonemata. 
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the second coiling for the formation of double coiled spirals in the 
heterotype division must take place in a period in the late prophase. 

In connection with the chromonema swelling in the late prophase, 
we may mention the fact that in fixed material the spiral structure 
is often very obscure in late prophase, while it is visible with a certain 
precision often in pachytene (Shinke, 1934), perhaps in the late 
pachytene, or before strepsinema (Smith, 1932). The obscureness 
does not necessarily mean the swelling of the chromonemata, but may 
be the case with the chromonemata which are swollen. The fact that 
in the one type of the restitution nuclei studied by Rosenberg the 
chromosomes that reappear in the clear form in the nucleus restored 
from the abnormal prophasic contraction are of the somatic form is 
also significant, because the somatic form of chromosomes in the 
heterotype division indicates that the second coiling for the realiza- 
tion of the meiotic form is suppressed. According to Shigenaga,* 
the abnormal prophasic contraction of the nucleus is caused by 
dehydration. In the case of Rosenberg mentioned above it seems 
that the second coiling is probably prevented from taking place by 
an abnormal dehydration, hence, the chromosomes which reappear 
are not usually of the somatic form. 

For the first coiling which probably takes place in the later part 
of the early prophase, we have not yet adequate data supporting our 
view, but we have a certain ground which enables us to discuss the 
question. It has been assumed by many authors that an increase in 
the amount of nucleic acid takes place during the anachromatic 
process of the mitosis. It is a well known fact that in pollen grains 
the tube nuclei is erythrophile while the generative nucleus is 
cyanophile (Coulter and Chamberlain, 1909). According to 
Shinke’s experiments'^' made with the precipitation method there is 
a marked difference in the pHi, or pH at which lEP is found, between 
these two nuclei. This must, as maintained by Shinke, show the 
difference in the amount of nucleic acid which each nucleus contains. 
The two nuclei are the sister nuclei derived from one and the same 
mother nucleus, and thus we are compelled to the conclusion that there 
must take place a certain change in the amount of nucleic acid during 
the katachromatic process, a change which must differ in degree be- 
tween the sister nuclei. This change occurring during the kata- 
chromasis may be regarded as requiring that such a change in the 
opposite sense also takes place during the anachromasis. If this is 
true, it is expected that the pH at which lEP of the karyoplasm is 
found varies with the advance of the mitotic process. In the ana- 
chromatic process nucleic acid is increased in amount and correspond- 


1) Unpublished. 
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ingly the pHi of the chromonema should be lowered, and as a con- 
sequence the chromonemata must be in a more hydrated state than 
we assume it under the condition that the lEP of the karyoplasm is 
at pH 3.8. According to Yamaha’s results (1936) from pollen 
mother cells in Lilium speciosum and L. auratum, such a variation 
as we expected seems not to occur. His results concern, however, the 
chromosomes as a whole, the chromonema and the matrix substance 
being taken together. The latter substance should also be increased 
in amount during the anachromatic progress to metaphase.D If, 
therefore, we consider only the chromonema separated from the 
matrix, it may be expected that the pHi of the chromonema is lowered 
as the stage progresses, and it seems not unreasonable to assume that 
the chromonemata are at a certain period of prophase in a more 
hydrated state than in the resting stage, and that at this period the 
iirst coiling is begun. In the case of somatic mitosis too, the same 
will perhaps be assumed for the new coiling which takes place at the 
stage following the spiral stage. 

4. Finally there remains the question, whether the hypothesis 
put forward above can harmonize with the results of observation or 
not. 

A. Turning points in the spiral, a. Somatic spirals. Accord- 
ing to the results of observation of somatic chromosomes in develop- 
ment, the new coiling will take place in the chromonemata in the 
coiled state. If, therefore, a twisting is the primary factor determin- 
ing spiralization, it is expected that there will exist some number of 
turning points in the developed spirals. Direct observations hitherto 
made in respect of the direction of coiling are restricted to the case of 
meiotic spirals, and we have at present no data for the somatic spirals 
which serve sufficiently for the test of the hypothesis. 

b. Meiotic spirals. By the meiotic spirals we mean those spirals 
found in the heterotype division and especially those which we call 
the double coiled spirals. The major spirals of these double coiled 
spirals are suitable for the observation of coiling direction, and almost 
all the observations hitherto made in this regard are those of the 
major spirals. 

According to our interpretation, the major spirals are spirals 
that are formed primarily and the minor spirals are formed secondari- 
ly (Kuwada, 1935) . The major spirals are originally small spirals 
like the minor spirals, but are transformed into major spirals as the 
minor spirals develop. During this transformation the original 
number of turns or gyres must be greatly reduced, but turning points 


1) It may be assumed that the pHi of the matrix substance is higher than 
that of the chromatin which contains nucleic acid as a main constituent substance. 
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may remain. The distribution of turning points observed in the 
major spirals may, therefore, be regarded as showing the distribution 
of those to be found in the original spiral primarily formed. In the 
meiotic prophase, unlike the somatic prophase, the chromonema 
spirals are pulled out into the leptotene threads before the new coiling 
takes place as a characteristic of this division, and therefore, the 
results of observation of the spirals thus formed are directly 
comparable with those of the plant tendril in which the realization of 
the spirality is largely connected with an internal structural change 
somewhat comparable with the anisotropic swelling.’* A brief descrip- 
tion of the different cases of the tendril spiral has been made in the 
previous paper (Kuwada, 1935). A survey of literature (Nebel, 
1932; Matsuuea, 1936; Iwata, 1935) shows all the types of coils in 
the chromonema spirals to be comparable with the spirals of the 
tendril. In the former spirals, however, the case where no turning 
point is found or the case which is comparable with a tendril caught 
by spider threads at its free end has been observed to occur very 
frequently. This fact compels us to conclude that according to the 
hypothesis presented above a rotation of the chromonema threads 
during twisting — i.e. the rotation to take place before spiralization, 
hence most probably before the chiasma formation — must be admitted 
to take place at least to a certain extent. This rotation will perhaps 
not give rise to twisting around between two neighbouring sister 
chromosomes, because they are in this stage confined within a common 
matrix, and may be prevented from the twisting around by the vis- 
cosity of the latter. 

The second coiling to form the minor spirals takes place in the 
threads which are coiled into spirals, and therefore, there must exist 
many turning points, but we have no observed fact which is suflicient 
to see whether this is actually the case or not. 

B. Double refraction of the chromonematw. In the previous 
paper (Kuwada and Nakamura, 1934c), we have reported that in 
Tradescantia reflexa the chromonemata are doubly refractive when 
they are treated with certain dehydrating agents such as alcohol etc., 
though in the living state the double refraction is not recognizably 
strong. This fact may be interpreted by assuming that the orienta- 
tion of the micellae which are themselves doubly refractive is rendered 
regular by dehydration. The assumption involves the supposition 


1) In the case of tendrils the regular form of the spiral is brought about 
by the tension developing when both ends are fixed. When one end is free, the 
coiling is very loose and irregular, a state which may be comparable with the 
case of chromonema spirals in the resting nucleus. In the case of chromosomes 
this role of the tension is regarded as being played by the matrix substance. 
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that the micella orientation in the chromonemata is not regular in 
the living state. If, however, the chromonemata assume a twisted 
form as a result of swelling, it seems plausible to assume that they 
are of a regular structure. Recently a fact has been found by 
Nakamuea,’* which seems very important in connection with the 
problem of the micella orientation in the chromonemata. He treated 
the nuclei of the staminate hairs in Tradesccmtia reflexa with liquefied 
carbolic acid. The nuclei (chromonemata) became doubly refractive 
as in the case where the material is treated with alcohol. After a 
lapse of time when the action of carbolic acid had progressed, how- 
ever, the double refraction disappeared. When carbolic acid was 
replaced with water, the nuclei became again doubly refractive, and 
were bright between crossed nicols, but after a time they again be- 
came dark. The investigation is now in progress, and at present no 
conclusive statement can be made, but it seems that this can not be 
adequately explained only by the assumption that the recognizably 
strong double refraction is effected by making the orientation of the 
micellae regular. The fact that a mere desiccation alone is not suf- 
ficient to demonstrate the double refraction of chromosomes, but a 
fixation before the desiccation is necessary (Nakamura*), must, on 
the other hand, indicate that the original orientation of the micellae 
must be kept undisturbed in the demonstration of the double refrac- 
tion. There may be another reason to explain the absence or weak- 
ness of double refraction of the chromonemata in the living state. 
The micella orientation may be already regular in the living state. 
In the present state of knowledge we have as yet no conclusive proof 
as to the micellar orientation in the chromonemata being irregular 
in the living state. In the previous paper we have reported that 
no marked change in the intensity of the double refraction of the 
chromonemata is recognizable on replacing the observing medium 
with fluids of different refractive indices, but this is a negative result, 
and now it seems necessary to subject the result to a re-investigation. 

5. Concluding remark. The hypothesis presented above re- 
sembles Darlington’s molecular spiral theory (1935) in assuming 
that the spiralization is associated with the occurrence of “internal 
twist due to a rearrangement of the constituent particles”, but differs 
from it, if I rightly understand it, in this point that Darlington’s 
theory assumes that the spiral “arises by an internal twisting of the 
thread in the opposite direction to the spiral assumed”. In our 
spirals, the internal twisting is in the same direction as that of the 
spirals themselves, the twist and the spiral are only different mor- 


1) Unpublished. 
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phological expressions of the same twisted condition. The funda- 
mental diff erence between the two theories lies in the point that while 
the molecular spiral theory assumes the internal twist as compensat- 
ing the twist due to spiralization, we consider that the compensa- 
tion is effectuated by the formation of turning points which accord- 
ing to the molecular spiral theory need not necessarily be formed. 

A double spiral formed by the external twist can give rise to 
two single spirals which are interlaced with each other on every level 
of the turns, and correspondingly, the two sister spirals formed by 
the longitudinal splitting of the chromonema of our spiral must be 
interlaced likewise. If, on the other hand, the mother spiral is formed 
by such a method as the molecular spiral theory assumes, the two 
daughter spirals are independent, and can be clearly separated from 
each other. These facts will be easily seen from some experiments 
with wire models. 

We ourselves have observed in the living nucleus that the chro- 
monemata found in the telophasic chromosomes are double (Kuwada 
and Nakamura, 1935), and the results of observation by Kaufmann 
(1926), Smith (1932), Koshy (1933) and others show that the two 
spirals must be interlaced with each other on every level of the spiral 
turns. For these reasons it seems to me that the hypothesis here put 
forward is more plausible than the other. 

The mechanism of chromonema coiling we assume is briefly 
speaking as follows : The coiling is accomplished in two steps. 

1. The chromonema threads are brought to a twisted state by in- 
tensification of the internal tendency by anisotropic swelling. 

2. When the imbibition water is distributed evenly, the threads are 
forced to untwist. The untwisting is realized by transformation 
of the twist into a spiral, the contracting force of the chromosome 
matrix playing a great role in this transformation, and also in bring- 
ing the spiral into the regular and compact form. When the con- 
tracting force of the matrix is lost, the spirals are rendered loose and 
irregular as is seen in the resting stage. The internal twisting and 
the contracting force of the matrix are, therefore, regarded as two 
inseparable factors in the formation of the regular spiral (cf. 
Alexander and Bridges, 1928) . 

V. The Chromomere 

What we intend to discuss under this heading is strictly speaking 
out of the scope of the present discussion, but may have a certain 
connection with it in the fact that the chromomeres may be visible 
in association with the hydration phenomenon. 
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According to the result we obtained, the transversal chromatic 
bands in the salivary gland chromosomes in ChironOTnus larvae are 
doubly refractive. It seems likely that the bands which are accord- 
ing to Shinke* (cf. Yasui, 1935) positive to Feulgen’s stain re- 
present disconnected turn portions of the huge spiral of chromo- 
nemata, as reported by Alverdes (1913) who studied the develop- 
mental history of these giant salivary gland chromosomes in this 
animal. According to Shinke* the bands are transformed into a 
neck-lace structure when they are made to swell. The change is 
reversible, the neck-lace structure or a structure consisting of linear 
rows of granules is transformed again into the banded structure by 
dehydration. The appearance of the neck-lace structure due to the 
hydration of the bands indicates that the bands are not a structure 
of uniform consistency but a heterogeneous structure consisting of 
parts of different consistencies. The parts of the higher consistency 
appear as granules when those of the lower consistency disappear 
from sight by the hydration. 

In the living staminate hair cells in mitosis of Tradescantia 
refiexa (Kuwaba and Nakamura, 1934 b) we have observed that 
in the dark field illu m ination the telophasic nucleus appears quite 
dark in its early stage, but it soon comes to shine, and minute 
luminous granules appear in it which grow in number finally to fill 
up the whole nucleus. The granules are found arranged linearly or 
in a thready form suggesting that the chromonema may be of a 
granular structure. Even in the ordinary bright field we can often 
recognize a granular structure in the chromonemata, though it is 
not decidedly clear. This structure seems to be identifiable with 
the neck-lace structure of the chromatic bands of the salivary gland 
chromosome. We may, perhaps, conclude that the chromomeric struc- 
ture of the chromonema can be observed only in the case where the 
interchromomeric substance which is probably the same substance 
as the chromosome matrix is hydrated to a certain extent, and espe- 
cially, in the condition in which the chromonemata are straightened 
out (the leptotene) , or, disposed loosely and irregularly coiled (the 
resting stage, cf. Shinke*). In no other stages where the chromo- 
nemata are in the tightly coiled state and where the matrix sub- 
stance is in a dehydrated state, do we expect to see such a structure. 
FUJII and Yasui (1936) state to the effect that in the heterotype 
division the chromomeres are visible up to the beginning of diplotene 
but not in later stages, the adjacent chromomeres coming in contact 
with one another to form a chromonema. 


1) Unpublished (Kuwada and Nakamura). 
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VI. Conclusion 

In mitosis water-relation is very important in order that the 
normal processes may take place. One of the examples to show this 
is the case of the telophasic chromosome unravelling, it is suspended 
by a hypertonic solution. It has been often reported that a prophasic 
nucleus may show a regression towards the resting stage during the 
course of observation. This may be regarded as a result of chromo- 
some unravelling or reconstruction occurring at an abnormal period, 
it being due to a change in water-relation caused by a stimulus given 
to the cells during manipulation (cf. Shigenaga*). Further experi- 
ments will elucidate the mechanism through which the irregular and 
loose spirals in the resting stage change into the regular spirals in 
the early prophase (spiral stage). The result of experiments on 
chromosomes obtained by FUJii and Yasui (1934) is very significant 
and important in this respect. It shows, if I rightly understand their 
statement, that the chromosome unravelling experimentally brought 
about by a hypotonic solution in which the chromosomes undergo a 
transformation tending toward the formation of the resting nucleus 
is reversible under the action of a hypertonic solution, though the 
authors add that the reversal may not be perfectly complete. They 
are of the opinion that such a reversible phenomenon may occur in 
the natural, normal cycle of mitosis.'' > The contraction of the nuclear 
material such as that known as the synizesis may also be regarded as 
a phenomenon related to the water-relation of the nucleus. This 
phenomenon generally immediately follows the leptotene stage where 
the chromonema spirals are unravelled into threads. Both these 
phenomena, contraction and unravelling, are characteristics of the 
meiotic prophase. A series of experimental studies with changes in 
water-relation in view will perhaps bring some new light on the study 
of meiosis. There may be many problems both in mitosis and meiosis 
which are concerned with changes in water-relation, and it seems 
that investigations on this line of inquiry could clear up many mor- 
phological problems remaining hitherto obscure. 
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On the Chromosomes of Some Hemipterous Insects 

By 

Seiichi Toshioka 

Zoological Institute, Faculty of Agriculture, 

Tokyo Imperial University 

In this brief account a record is given of the chromosomes of 
such Pentatomid-species as Eusarcoris sp., E. guttigera- Thunberg, 
E. V entrails Westwood and E. parvits Uhler. Those materials were 
mostly captured in the vicinity of Tokyo, exclusive of some speci- 
mens from Niigata, Hamamatsu and Kochi. In the genus Eusarcoris 
the testis, though slightly varying in different species, is generally of 
a bat-like shape as well as of a crimson colour. After vivisection it 
was put in Carnoy’s solution with formalin as soon as possible. For 
staining Heidenhain's iron haematoxylin was used. 

Observation 

1. Eusarcoris sp. The species in question is that which was 
first named by Dr. Matsumura Marushirahoshi-kamemushi in 
Japanese and is of very common occurrence in Honshu, Shikoku 
and Kyushu. Its scientific name is not yet determined. 

As is shown in Figs. 1 a-b, the spermatogonium contains 14 
chromosomes of a dot-like shape and varying sizes, the member and 
shape being almost the same as in the other Pentatomid-species 
(Nishimura ’27, ’35; Toshioka ’34, ’35). Throughout the period of 
growth a plasmosome and two different sized chromosome-nucleoli 
can be demonstrated in the nucleus (Figs. 1 c, d) . The nucleoli are in 
the beginning set apart from each other and then united into a single 
body. In the late diakinesis (Fig. 1 e) , however, they are separated 
to enter the metaphase of the first spermatocyte, in which 8 dumb- 
bell-shaped chromosomes of varying sizes are arranged in a ring in 
the equatorial plate (Fig. 1 g) . 

In the metaphase of the secondary spermatocyte 7 chromosomes 


1) This work was prosecuted at the suggestion of Dr. J. Machida to whom 
the author wishes to tender his hearty thanks for invaluable help and advice. 
His thanks are also due to Professor T. Esaki for the identification of some 
species, as well as to Messrs. K. Baba and E. Kawase for courteous acts in 
collecting the material. Here it might be mentioned that this investigation was 
made partly by grants from the Foundation for Promotion of Natural Sciences 
in the Department of Education. 
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are clearly demonstrated (Figs. Ij-k). An unpaired chromosome 
always occupies a position at the centre of a ring made up of the 
other six chromosomes. In the anaphase it is divided much earlier 




Ffg. 1. Eusarcoris sp. a-b, spermatogonia, c-d, stages of growth period, e, dia- 
kinesis. f-g, first spermatocytes, h, first spermatocyte division (side view), i-k, 
second spermatocytes. 1, second spermatocyte division (side view). 2000 x. ch, 
chroraatoid body, p, plasmosome. 

than the others. Judging from these facts, it is said that the unpaired 
chromosome represents the X and Y chromosomes combined together ; 
consequently it is clear that the sex-chromosomes undergo post- 
. reduction as in other Heteropterous forms, and that the resulting 
spermatids are of two kinds in regard to the sex-chromosomes. 

2. Eusarcoris guttigera Thunberg (Marushirahoshi-kame- 
mushi) . This species is said to be very common in Honshu, Shikoku 
and Kyushu, but efforts have been made in vain to collect it in the 

vicinity of Tokyo. The 
specimens in hand were 
obtained at Kochi. 

So far as observa- 
tions of spermatocytes 
are concerned, the 
first and second sper- 
matocytes exhibit 8 
and 7 chromosomes in 
the metaphase plate 
respectively (Figs. 2 e, 
f ) . Consequently it 
may be said that the 
spermatogonium pos- 
sesses 14 chromo- 
somes. 

3. Eusarcoris ventralis Westwood (Shirahoshi-kamemushi). 



•• 
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Fig. 2. Eusarcoris gutiigera Thunberg. a~c, stages of 
growth period, d, diakinesis. e, first spermatocyte, 
f, second spermatocyte, g-h, second spermatocyte 
divisions side (view), 2000 x. ch, chromatoid body, 
p, plasmosome. 
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The material of this species 
was chiefly collected in the 
vicinity of Tokyo. 

In this species the 
general feature of the chro- 
mosomes closely resembles 
that in the preceding two. 
Only one fact worthy of 
notice is the remarkable 
difference in size of the sex- 
chromosomes (Fig. 3i). 

4. Eusarcoris 'parvus 
Uhler (Togeshirahoshi-ka- 
memushi). The material of 
this species was collected 
in Tokyo and Niigata. 

In this form the chro- 
mosomes present an aspect 


closely similar to 
those in the forego- 
ing species. One 
peculiarity lies in the 
fact that in the meta- 
phase of the first 
spermatocyte a chro- 
mosome is always 
observed to stand 
slightly apart from 
the other chromo- 
somes arranged in 
a group, much as in 
the X chromosome 
in the Coreidae 
(Figs. 4g, h). 

Conclusion and Summary 

As is evident from the facts just mentioned, the chromosomes 
are not only of the same number in all the species here dealt with, 
but the corresponding autosomes are almost similar in size. The 
sex-chromosomes, though being of the same type, vary considerably 
in the ratio of size, as already pointed out by Wilson (Pentatomidae) 
and Toshioka (Pentatomidae), and undergo post-reduction. Any 



Fig. 4. Eusarcoris parvus Uhler, a, spermatogonium, 
b-c, stages of growth period, d-e, first spermatocyte, 
f, first spermatocyte division (side view), g-h, second 
spermatocytes. 2000 x. ch, chromatoid body, p, plas- 
mosorae. 



Pig. 3. Eusarcoris ventralis Westwood, a, 
spermatogonium, b-c, stages of growth period, 
d, diakinesis. e-f, first spermatocytes, g-h, 
second spermatocytes, i, second spermatocyte 
division (side view). 2000X. ch, chromatoid 
body, p, plasmosome. 
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correlation cannot be recognized between the somatic characters and 
the difference in size of the sex-chromosomes. 
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Zytologische Untersuchungen iiber die Haploidgeneration 
der Apocynaceen 

Von 

P. N. Schurhoff nnd H. Wliiller 

tiber die Familie der Apocynaceen liegen bisher nur vereinzelte 
Untersuchungen vor, deren Ergebnisse divergieren. So wurden z. B. 
bei mehreren Arten dreikernige Pollenkorner, bei denen also eine 
Teilung des Antheridiummutterzellkerns bereits im Pollenkorn 
stattgef unden hat, festgestellt, andererseits gab Strasburger (1884) 
fur Vinca major zweikernige, aber fiir Amsonia salicifoUa drei- 
kernige Pollenkorner an. 

tiber den Typus der Tetradenteilung der Pollenkorner gehen 
die Angaben gleichfalls auseinander. Hier ist eine Untersuchung von 
Frye und Blodgett (1905) bei Apocynum androsaemifoUum ausge- 
fiihrt worden; auf Tafel II, Figur 8 wird eine sukzedane Teilungs- 
figur abgebildet. Im Text aber heifit es: „Division of the two 
daughter cells is simultaneous or nearly so“. Eine andere Unter- 
suchung von Tackholm und Soderberg (1918) ergab bei Vinca 
minor, dafi die Tetradenteilung wahrscheinlich simultan ist. Auf 
Grund unserer Untersuchungen konnen wir an dieser Stelle schon 
darauf hinweisen, daB sie sukzedan ist. 

Als Haploidzahl wird von Finn (1928) fiir Vinca minor und 
Vinca herbacea 23 angegeben; von SUGIURA (1931) wurde fiir 
Lochnera rosea die Haploidzahl 8 fiir Nerium odorum die Haploidzahl 
11 auf gef unden. 

Fiir die weibliche Haploidgeneration werden von Guignard 
(1917) einzelliges, bei Apocynum cannabinum zweizelliges Archespor 
und vier Makrosporen angegeben, von denen die chalazale sich zum 
Embryosack entwickelt. Fiir Apocynum androsaemifoUum geben 
Frye und Blodgett (1905) ebenfalls vier Makrosporen an, von denen 
entweder die chalazale oder eine andere zum Embryosack wird. 

Wenn endlich noch hinzugefiigt wird, dafi nach Billings (1901) 
bei Amsonia salicifoUa und Apocynum androsaemifoUum die Endo- 
spermbildung nach dem nuklearen Typus erfolgt, so sind hiermit die. 
bisherigen Beobachtungen abgeschlossen. 

Das Material wurde in CARNOYscher Losung fixiert und mit 
Eisenhaematoxylin gefarbt. Zur Farbung der dreikernigen Pollen- 
korner wurde, wenn die Eisenhaematoxylinfarbung Schwierigkeiten 
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machte, drei Stunden in einer 1% igen Methylviolettlosung gefarbt 
und nach Abspiilen mit Alkohol mit Nelkenol differenziert. 
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Vinca minor 

Das Stadium der Diakinese zeigte uns die Haploidzahl 16, 
wahrend Finn die Zahl 23 angegeben hat. Wir haben daraufhin so- 
wohl einzeln, als auch gemeinschaftlich eine grofiere Anzahl von 
Kernen nachgepriift und konnen einwandfrei fiir die Zahl 16 ein- 
stehen. Nach der heterotypischen Teilung kommt es zur Ausbildung 
einer Zellwand und ebenso nach der homootypischen, so dafi also 
die Pollentetradenbildung nach dem sukzedanen Typus erfolgt (Fig. 
1, 2 u. Mikrophoto 4). Nach Trennung der Einzelpollen findet die 
Bildung der Antheridiummutterzelle statt und darauf durch deren 
Teilung die Entstehung von 2 Spermazellen, worauf FINN schon 
hingewiesen hat. Finn hat solche Spermazellen auch bei den Ascle- 
piadaceen gefunden und halt sie fiir ein besonderes Merkmal, das 
wahrscheinlich fiir die ganze Reihe der Contortae eigentiimlich ist. 
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Fig. 1, 2. Vinca minor. 1. Telophase der heterotypischen Teilung. 2. Phragmo- 
plastenbildung. VergroB. 1500 : 1. Fig. 3. Rhazya orientalis. Meta phase der hetero- 
typischen Teilung. VergroB. 1500 : 1. 

Die Tapetenzellen werden vor Beginn der Synapsis zweikernig, 
die beiden Kerne verschmelzen im Tetradenstadium der Pollen, dann 
erfolgt Auflosung der Zellwande und die Tapetenzellen wandern 
zwischen die Pollen hinein und bilden dadurch ein Tapetenperiplas- 
modium. 

Die Samenanlage ist typisch unitegmisch, tenuinuzellat. Das 
Archespor ist einzellig; sehr haufig degeneriert die Samenanlage in 
diesem Stadium. Im anderen Falle entwickelt sich die mikropylare 
Makrospore weiter und bildet den achtkernigen Embryosack, dessen 
Antipoden sehr bald degenerieren. Nach der Befruchtung bildet 
sich ein nukleares Endosperm, das aber bald durch den wachsenden 
Embryo aufgezehrt wird. 
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Vinca major 

Im Stadium der Diakinese konnte die Haploidzahl gut festge- 
stellt werden; sie betragt 8. Die Chromosomen sind etwa doppelt 
so dick wie bei Vinca minor. Auch in der Interkinese lie6 sich die 
Haploidzahl 8 gut feststellen (Mikrophoto 5). Die Tetradenteilung 
der Pollenmutterzelle erfolgt gleichfalls nach dem sukzedanen Typus. 
Die reifeii Pollen sind dreikernig, wahrend Strasburger angegeben 
hatte, dafi die Pollen von Vinca major, selbst nach dem Auskeimen 
nur zweikernig seien. Die Differenzierung der dreikernigen Pollen 
war allerdings bei Eisenhaematoxylinpraparaten nicht zu erreichen, 
doch zeigt das Mikrophoto 1, welches nach einem Methylviolett- 
praparat hergestellt wurde, deutlich die drei Kerne. 

Die Tapetenzellen werden friihzeitig zwei- bis vierkernig, und 
bilden spater ein Periplasmodium. 

Die weibliche Haploidgeneration kennzeichnet sich durch das 
einzellige Archespor der unitegminaten, tenuinuzellaten Samenanlage, 
Aus der Archesporzelle bilden sich durch die beiden Teilungsschritte 
die vier Makrosporen, von denen die chalazale den Embryosack lie- 
f ert. Im reif en, achtkernigen Embryosack degenerieren die Anti- 
poden meist schon vor der Befruchtung, die Polkerne verschmelzen 
und nach der Befruchtung bildet sich ein nukleares Endosperm, das 
sehr fruh von dem Embryo aufgezehrt wird, ohne daB es vorher zur 
Bildung von Zellwanden kommt. 

Wir haben hier also bei Vinca minor und Vinca major den Pall, 
dafi die Grundzahl der Chromosomen 8 und bei Vinca minor die 
Haploidzahl 16 ist. Da die Zellen in beiden Fallen die gleiche GrdBe 
haben, mochten wir annehmen, daB diese Verdoppelung der Ghromo- 
somen nicht durch Hinzutritt von acht neuen Chromosomen entstan- 
den ist, sondern durch Teilung der ursprlinglich 8 Chromosomen, 
worauf auch die doppelte GroBe dieser 8 Chromosomen bei Vinca 
major hinweist. 

Rhazya orientalis 

Die Haploidzahl betragt 8 (Mikrophoto 6). Im Gegensatz zu 
Vinca kommt es hier bei der Telophase der heterotypischen Teilung 
nicht zur Bildung einer Zellwand zwischen den beiden Tochterkernen 
(Pig, 3) . Erst nachdem durch die homootypische Teilung vier Kerne 
entstanden sind, findet die simultane Zellwandbildung statt und zwar 
nach dem Furchungstypus, also von auBen nach innen (Mikrophoto 2) . 

Die Tapetenzellen werden wahrend des Synapsisstadiums der 
Pollenmutter zellen zweikernig und im AnschluB hieran findet sehr 
schnell eine Verschmelzung beider Kerne statt, wodurch die Tapeten- 
zellen einen groBen und kraftig farbbaren Kern erhalten. Im Tetra^ 
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denstadium der Pollenmutterzelle losen sich die Zellwande der Tape- 
tenzellen auf und die Tapetenzellen wandern in das Pollenfach 
hinein und bilden ein Periplasmodium, welches allerdings sehr schnell 
verbraucht wird, denn im Zweikernstadium des Pollens findet man 
keine Spur des Periplasmodiums mehr vor. 

Das reife Pollenkorn ist dreikernig, die Spermazellen bleiben 
als solche im reifen Pollen erhalten. 

Das weibliche Archespor ist einzellig, die Samenanlage uniteg- 
minat, tenuinuzellat. Von den vier Makrosporen wird stets die 
chalazale zum Embryosack. Die drei Antipoden des reifen Embryo- 
sackes degenerieren sehr schnell, meist schon vor der Befruchtung, 
die Polkerne verschmelzen vor der Befruchtung, das Endpsperm 
entsteht nach dem nuklearen Typus. 

Amsonia tabernaemontana 

Die Haploidzahl konnte im Diakinesestadium als 16 festgestellt 
werden. Die Tetradenteilung der Pollenmutterzelle erfolgt nach dem 
simultanen Purchungstypus. Wahrend des Tetradenstadiums der 
Pollenmutterzelle wandern die Tapetenzellen in das Antherenfach ein 
und bilden ein Periplasmodium. Die reifen Pollen enthalten den 
vegetativen Kern und zwei Spermazellen. 

Wahrend die Mikrosporengeneration sich im Tetradenstadium 
befindet, beginnt in der Makrosporengeneration erst die Ausbildung 
der einzigen Archesporzelle. Es werden vier Makrosporen gebildet, 
von denen sich die chalazale zum Embryosack entwickelt. Nach der 
Degeneration der Nuzellusepidermis bildet die innerste Schicht des 
Integumentes ein Tapetum aus, indem sich die Zellen stark in radia- 
ler Richtung in die Lange strecken. Der achtkernige Embryosack 
zeigt die Verschmelzung der Polkerne vor der Befruchtung und die 
Degeneration der Antipoden. Das Endosperm wird nach dem nukle- 
aren Typus angelegt. 

Nerinm oleander 

In der Diakinese der Pollenmutterzelle konnte in zahlreichen 
Fallen die Haploidzahl 8 festgestellt werden. Von Sugiura (1931) 
wurde fur Nerium odorum als Haploidzahl 11 angegeben. Wir 
mochten grofie Zweifel hegen, daS diese Zahl richtig ist, da anderer- 
seits von SUGIURA fiir eine andere Apocynacee, Lochnera rosea, die 
Haploidzahl 8 angegeben wird, und nach unseren Feststellungen die 
Zahl 8 als Grundzahl fiir die Apocynaceen anzusehen ist. 

Im tibrigen ist iiber die Pollenentwicklung zu sagen, dafi nach 
der heterotypischen Teilung keine Zellwand zwischen den beiden 
Tochterkernen angelegt wird und erst nach der homootypischen Tei- 
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lung- zwischen den zunachst freiliegenden vier Kernen von aul3en nach 
innen Zellwandbildung eintritt, also auch hier der Furchungstypus 
vorliegt. Das reife Pollenkorn enthalt auch hier den vegetativen 
Kern und die beiden Spermazellen. Die Tapetenzellen haben ein 
Periplasmodium gebildet, das ziemlich friihzeitig, namlich schon im 
Stadium des noch einkernigen Pollenkorns wieder verschwindet. 

Die weibliche Haploidgeneration zeigt ein einzelliges Archespor 
in der unitegminaten, tenuinuzellaten Samenanlage. Von den ent- 
standenen vier Makrosporen degenerieren drei sehr bald und zwar 
konnen es hier die drei obersten, nach der Mikropyle gelagerten, 
Oder aber die drei untersten sein, so dab entweder die mikropylare 
Oder die chalazale sich spater zum Embry osak entwickelt. Wahrend 
bei der Weiterentwicklung der chalazalen Makrospore immer die 
oberste zuerst, dann die zweite und zuletzt die dritte degeneriert, 
konnten wir bei Weiterentwicklung der mikropylaren Makrospore 
eine derartige Reihenfolge nicht feststellen, sondern dann degene- 
rierten die betreffenden drei Makrosporen entweder gleichzeitig oder 
wahllos nacheinander. Der achtkernige Embryosack zeigte normales 
Aussehen, die Antipoden sind sehr kurzlebig, die Polkerne ver- 
schmelzen vor der Befruchtung. Nach der Befruchtung entwickelt 
sich zuerst das nukleare Endosperm, wahrend die Eizelle zunachst 
noch ungeteilt bleibt. 

Apocynum cannabinum 

Die Zahl der Pollenmutterzellen in einem Antherenfach ist be- 
deutend grofier als bei den bisher beschriebenen Arten. Auch hier 
lieb sich in der Diakinese mit Sicherheit die Haploidzahl 8 feststellen. 
Nach der heterotypi- 
schen Teilung kommt 
es zwischen den beiden 
Tochterkernen zur Zell- 
wandbildung. Dann 
folgt die Interkinese 
und im Anschlub daran 
die homootypische Tei- 
lung, bei der gleichfalls 
wieder zwischen den 
neuen Tochterkernen 
ein Phragmoplast ge- 
bildet wird, der eine 
Zellwand anlegt (Fig. 

4, 5). Wahrend bei den anderen von uns untersuchten Arten die 
Pollentetrade schon kurz nach ihrer Bildung in die einzelnen Pollen 
zerfiel, bleibt sie hier bis zur vollkommenen Reife der einzelnen Pollen 




Fig. 4-6. Apocynum cannabinum. 4. Metaphase der 
heterotypischen Teilung. 5. Telophase der hetero- 
typischen Teilung. 6. Pollentetrade ; dreikerniger 
Pollen. VergroB. 1600 : 1. 
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erhalten und wird auch als solche verstaubt. Schon oberflachlich 
konnte man sofort entscheiden, ob die Pollen der Tetrade junger oder 
alter waren und zwar auf Grund ihrer teilweise intensiveren Farbung 
und der damit bedingten schlechteren Differenzierung. Die starkere 
Farbbarkeit lag an der Ausbildung der Exine der einzelnen Pollen- 
korner, die im Vakuolenstadium ihren Anfang nimmt. Bald wird 
die Exine so dick, dafi sie bei der Differenzierung nicht mehr genii- 
gend entfarbt wird, so dafi nur noch median geschnittene Pollen ihren 
Inhalt erkennen lassen. Die reifen Pollenkorner der Tetrade 
enthalten drei Kerne (Fig. 6). 

Die Tapetenzellen werden schon zu Beginn der Synapsis vier- 
kernig und bilden spater ein Periplasmodium. 

Bei der Untersuchung der weiblichen Haploidgeneration achte- 
ten wir besonders auf die Ausbildung des Nuzellus und des Inte- 
gumentes. War doch bei Apocyfmm&rten von Guignard (1917) die 
Behauptung aufgestellt worden, da6 der Nuzellus mit dem Integument 
vbllig verwachse oder aber iiber der Archesporzelle nur eine kleine 
Eappe bilde. Unsere Beobachtungen ergaben, dafi nur ganz junge 
Samenanlagen die Abgrenzung zwischen Integument und Nuzellus 
nicht scharf erkennen lassen. Etwa im Synapsisstadium der Em- 
bryosackmutterzelle wird die Abgrenzuhg jedoch deutlich sichtbar 
(Mikrophoto 3). Tatsachlich sind die Epidermiszellen des Nuzellus 
in den jiingsten Stadien gar nicht von den Zellen des Integumentes 
verschieden. Sie treten aber deutlich hervor, wenn schon im Zu- 
stande des zweikernigen Embryosackes die Degeneration der Nuzel- 
lusepidermis einsetzt. Die Bildung einer Kappe iiber der Arches- 
porzelle, die Guignard angibt, ist nur so zu deuten, dafi er die Samen- 
anlagen schrag geschnitten hat. 

In j ungen Stadien fanden wir neben normalen einzelligem Ar- 
chespor auch haufig die Anlage zweier Archesporzellen, die ent- 
weder neben- oder untereinander angeordnet waren. Wahrend sich 
die eine ohne Abgabe einer Deckzelle sehr rasch weiterentwickelte, 
degenerierte die andere. Im Stadium der Diakinese konnten wir 
auch hier 8 Chromosomen zahlen. Von den vier Makrosporen liefert 
stets die chalazale den Embryosack. Im reifen Embryosack ver- 
schmelzen die Polkerne vor der Befruchtung und liefern nach der Be- 
fruchtung das nukleare Endosperm. 

Apocynum androsaemifolium 

Als Haploidzahl konnte auch hier in der Diakinese der Pollen- 
mutterzellen die Zahl 8 festgestellt werden. Nach der hetero- 
typischen Teilung setzt sukzedane Zellteilung ein. In der Interkinese 
konnte wiederum die Haploidzahl 8 bestatigt werden. Nach Aus- 
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bildung der Tetrade setzen die PollenkorBer im Tetradenverband ihre 
Weiterentwicklung fort und die reifen, dreikernigen Pollen werden 
im Tetradenverband verstaubt. 

Die Tapetenzellen werden schon zu Beginn der Synapsis mehr- 
kernig und im Stadium der Pollentetrade wird aus ihnen ein Peri- 
plasmodium gebildet. 

Das Archespor des. weiblichen Haplonten ist ein- bis zweizellig, 
jedoch kommt immer nur eine Archesporzelle zur Weiterentwicklung. 
Von den vier Makrosporen kann entweder die mikropylare oder die 
chalazale sich zum Embryosack entwickeln. Das Endosperm wird 
nach dem nuklearen Typus gebildet. 

Apocynum venetum 

Die Entwicklung dieser Art entspricht ganz der der beiden 
vorigen. Wir fanden also in der Diakinese der Pollenmutterzelle die 
Haploidzahl 8, nach der heterotypischen Teilung sukzedane Zellwand- 
bildung. Die Pollen sind im reifen Zustande dreikernig und bleiben 
im Tetradenverband erhalten. Die Tapetenzellen bilden spater ein 
Periplasmodium. 

In der weiblichen Haploidgeneration konnten wir feststellen, daB 
das Archespor ein- oder zweizellig angelegt wird ; nur eine Archespor- 
zelle entwickelte sich waiter. Von den vier Makrosporen kann sich 
entweder die mikropylare oder die chalazale zum Embryosack ent- 
wickeln. Das Endosperm wird nach dem nuklearen Typus gebildet. 


Fassen wir unsere Beobachtungen zusammen, so ist zu sagen, dab 
wohl kaum ein Zweifel besteht, dafi fiir die Familie der Apocynaceen 
die Grundzahl fur die Chromosomenzahl 8 betragt. Diese Zahl wurde 
von SUGIURA fur Lochnera rosea, von uns fiir Vinca major, Rhazya 
orientalis, Nerium oleander, Apocynum cannabinum, Apocynum 
androsaemifoUum und Apocynum venetum gef unden. Da6 aber auch 
die Haploidzahl 16 sich findet, konnten wir bei Vinca minor und 
Amsonia tabernaemontana feststellen. Da wir bei Vinca minor die 
Angabe von Finn, daB die Haploidzahl 23 betrage, richtig stellen 
konnten, miissen wir annehmen, daB auch seine Angabe iiber die 
gleiche Chromosomenzahl bei Vinca herbacea einer Korrektur be- 
darf. Auch die Angabe von SUGIURA die Haploidzahl von Nerium 
odorum sei 11, diirfte, nachdem wir fiir Nerium oleander die Haploid- 
zahl mit 8 einwandfrei nachgewiesen haben, wohl kaum aufrecht zu 
erhalten sein. 
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nuklearen, simultanen Typus wie z. B. bei Rhazya, Amsonia und 
Nerium, Dies heiBt also, da6 hinsichtlich der Tetradenteilung bei 
den Apocynaceen die Entwicklung noch nicht abgeschlossen ist. Zu 
einer systematischen Kennzeichnung ist dieses Verhalten, ganz abgese- 
hen von der geringen Anzahl der bisher untersuchten Arten nicht zu 
verwerten, da dieser Typus gerade bei nahe verwandten Arten 
verschieden ist, so gehoren Rhazya und Amsonia mit dem simultanen 
Tetradentypus zu den Alstoniinae aber auch Vinca mit dem sukze- 
danen Tetradentypus. Ebenso gehort Apocynum mit dem sukze- 
danen Tetradentypus zu den Echitoideae wie Nerinm mit simultanen 
Tetradentypus. 

Eine besondere Progression zeigen die ApocynumsiTten, da bei 
ihnen Tetradenpollen ein besonderes Merkmal ist. Tetradenpollen 
finden sich als Charakterlstikum bei den Juncaceae, Ericaceae, Em- 
petraceae, ferner bei manchen Orchidaceae und unter Degeneration 
der drei anderen Makrosporen bei den Cyperaceae. 

Auch die Ausbildung des Periplasmodiums, wenn diese auch 
streng genommen nicht zur mannlichen Haploidgeneration gehort, 
bildet eine Progression, die gerade sehr haufig mit der Dreikernig- 
keit der Pollenkorner einhergeht. 

Dab die Pollen dreikernig sind, diirfte fiir die Apocynaceen eben- 
falls ein typisches Pamilienmerkmal sein, nachdem wir nachweisen 
konnten, dab die Angabe von Strasburger fiir Vinca major in dieser 
Beziehung sich als unzutreffend herausgestellt hat. 

Die weibliche Haploidgeneration ist gekennzeichnet durch die 
unitegminate, tenuinuzellate Samenanlage. Wenn bei den untersuch- 
ten Arten der Echitoideae noch ein zweizelliges Archespor beobachtet 
wurde, vo,n denen allerdings nur die eine Archesporzelle entwick- 
lungsfahig ist, so ist dies zweifellos als Relikt aufzufassen, wie ja 
auch haufig bei solchen Arten, die normalerweise ein einzelliges 
Archespor besitzen, gelegentlich noch ein zweizelliges Archespor 
angelegt wird. 

Andererseits konnten wir die Angabe von Guignard (1917) , dab 
bei Apocynum keine Nuzellusepidermis ausgebildet wurde, nicht be- 
statigen ; im Gegenteil stellten wir f est, dab bei der Entwicklung des 
Embryosackes dieser von den degenerierenden Zellen der Nuzellus- 
epidermis umgeben ist. Hiermit erledigen sich^ auch die Aus- 
fuhriingen von Schnarp (1931), der die Apocynaceen zu den Pflan- 
zen mit nackten Samenanlagen zuzahlen mochte. Bemerkenswert 
ist ferner, dab bei einigen Arten der Apocynaceen statt der chala- 
zalen Makrospore die mikropylare zur Entwicklung des Embryosacks 
verwendet wird. Ob wir hierin eine bestimmte Tendenz erblicken 
konnen, mochten wir noch nicht entscheiden. 


Tafel 12 
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Eher ist vielleicht das Auftreten eines Integumenttapetums als 
eine allgemeine Progression, die als Merkmal eine Rolle spielt, an- 
zusehen. Auch hier ist dieses Merkmal noch nicht allgemein durch- 
gebildet. 

Einheitlich ist die Familie endlich in der Ausbildung des nuk- 
learen Endosperms. 

Die Einteilung in die zwei Unterfamilien nach dem ENGLER’schen 
System lafit sich also zytologisch nur in. einer Beziehung best.atigen, 
namlich dafi die Plumieroideae einzelliges, die Echitoideae zweizel- 
liges Archespor besitzen. 

Besonders wichtig scheint uns jedoch die Tatsache, zu sein, dafi 
die A^iocynumsixt&a. Tetradenpollen besitzen; auch bei den n.achst- 
verwandten Asclepiadaceen finden wir Tetradenpollen und zwar dient 
er hier als wichtiges Diagnostikum, da die eine Unterfamilie 
(Periplocoideae) durch Tetradenpollen, die andere (Cynanchoideae) 
durch Pollinien gekennzeichnet ist. Vielleicht kann das Vorkommen 
von Tetradenpollen bei bestimmten Arten der Apocynaeeen auch 
zu einer systematischen Gliederung fiihren. 
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Erklarung der Tafel 12 

1-6 : Mikrophotographien. 

1. Vinca major : Dreikerniger Pollen. 

2. Apoeynum cannaUnum : E.M.Z. Synapsis ; Integument und Nuzellus sichtbar. 

3. Rhazya orientalis : Pollentetraden ; Periplasmodium. 

4. Vinca minor : Interkinese, sukzedane Wandbildung. 

5. Vinca major : Interkinese. 

6. Rhazya orientalis : Interkinese. 



416 


Cytologia, Fuji! jub. voL 



On the Spermatozoid of Ginkgo biloba * 

By 

Tamaki Shimamura 

Tokyo Imperial University 

( With 2 Plates and 4 Text-figures ) 

It was in 1896 that Hirase for the first time observed living 
spermatozoids of Ginkgo coming out from the pollen tube. The study 
of living Ginkgo spermatozoids has been carried out in detail by 
Fujii (1898, 1899, 1900), Ikeno (1899), Miyake (1898, 1902) and 
Bessey (1901) '. 

In his second paper, in 1899, Fujii gave a most valuable descrip- 
tion of living spermatozoids and the methods by which they emerge 
from the pollen tubes in sugar solutions. 

Forty years have already elapsed since the spermatozoids of 
Ginkgo were discovered, yet to the knowledge of the writer the re- 
ferences in the literature to the living spermatozoid of Ginkgo still 
remain those given above. It is the object of the present account to 
reexamine the morphology of spermatozoids and to describe some 
additional facts in regard to fertilization. 

Description 

Two mature spermatozoids before they start to swim are lying 
side by side within the common wall of the mother cell. In the 
present case the mother cell means Hirase’s “Korperzelle” i.e. body 
cell, because the whole contents of the body cell is transformed into 
two spermatozoids (Text-fig. 1). The presence of this cell wall can 
be observed more definitely after the spermatozoids come out in the 
pollen tube from the mother cell as in Text-fig. 2. Fujii (1899) and 
Miyake (1898) have already described this cell wall. Miyake (1902) 
states “It is interesting to note that this wall have not been found 
either in Cycas or Zamia”. 

In Dioon edule and Ceratozamia, Chamberlain (1909, 1912) 
observes that two sperms are formed within the two sperm mother 
cells, resulting from the division of the body cell. In the case of 
Ginkgo there is no wall between the spermatozoids. This fact affords 
a proof that two spermatozoids are developed in a common old cell 
membrane of the mother cell. 

* Contributions from the Divisions of Plant-Morphology and of Genetics, 
Botanical Institute, Faculty of Science, Tokyo Imperial University, No. 177. 
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The nucleus which occupies the greater part of the whole body is 
more hyaline than the surrounding cytoplasmic portion which is 
granular in appearance. The spiral band makes the indentation 
which forms a deep helicoid furrow on the outside of the spermatozoid 
body and moreover the spiral band as a whole is largely pressing on 
the nucleus, showing that the latter is of a fluid nature (Text-fig. 1) . 

On a section of 
fixed and stained 
spermatozoid in the 
mother cell a similar 
observation may be 
clearly made (PI. 

13, Fig. 5). Hirase 
(1898) explains the 
indentation with his 
fixed material as 
follows “trois tours 
de spire qui sont 
separes les uns des 
autres par des can- 
aux”. Thus the 
cytoplasmic sheath 
of the spiral band 
takes a compressed 
form when the sper- 
matozoids are en- 
closed in the mother 
cell (Text-fig. 4) . So 
long as the two spermatozoids are still enclosed in the mother cell 
they can, by gently vibrating their cilia and moving the parts of 
their bodies, change their relative positions inside the mother cell. 

When the spermatozoids come out into the wider chamber of 
the pollen tube, breaking the wall of the mother cell, all of the cilia 
are soon vibrating sO' rapidly that they can hardly be seen. 

They rotate on the long axis of their body (around an axis pass- 
ing through the apex of the helicoid spiral) move forward with the 
spiral band leading, pull apart from each other and twist up (Text- 
fig. 2, PI. 13, Fig. 1). In Text-fig. 2 the spiral bands of two sper- 
matozoids are shown turning toward the observer. Close to the 
spermatozoid on the left hand side a little spherical body is seen. 
That is a part of cytoplasm which was separated from the 
spermatozoid as a result of injury. Such a cytoplasmic portion 



1 2 


TexHigs. 1 and 2. The pollen tube of Ginkgo in 10% 
cane sugar solution : 1. Living spermatozoids in the 
mother cell. x300. 2. Spermatozoids swimming freely 
in the pollen tube, x 260. 
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usually takes on a spherical shape showing that it is of a liquid 
nature. Fujii (1900) noticed that the injured spermatozoid left the 

cytoplasmic portion, and that 



then such an injured spermato- 
zoid continued to swim as if it 
had been uninjured. He com- 
pared this phenomenon with the 
case of the lower type of organ- 
ism which has an undifferen- 
tiated organ, or with the sper- 
matozoids of ferns which often 
leave the cytoplasmic fragment. 
In the present case a similar 
phenomenon is indicated, for the 
injured spermatozoid was able 
to swim for nearly half an hour. 

The form of spermatozoids 
when swimming free in cane 
sugar solution (10%) is some- 
what like the shape of the fruit 
of an egg-plant or the mature 
Ginkgo ovule. In Text-fig. 3 
there is shown a shape which is 


more spherical than that in the figures of the previous investigation. 
According to Miyake “the size seems to vary from about 110 ,u to 80 w 


in length, and from 50 to 85 


in width’'. That of Text-fig. 3 is 
about 90 II X 72 in size. The 
spiral band which is compressed 
on the apex of the body when it 
is enclosed in the mother cell 
wall, now expands showing a 
somewhat cone-like shape. The 
width of the spiral band is dis- 
tinctly broadest at the apical end 
and gradually decreases, finally 
fading out entirely at the open 
end (Text-figs. 3, 4). Viewed 
from the head or apex of the 
spiral, the direction of the turns 
that is to say in the direction of 



b 


TexHig. 4. Diagrams of spiral band of the 
spermatozoid. a. Compressed form which 
is seen while the spermatozoid is enclosed 
in the mother cell wall. b. Expanded 
spiral band which is seen when the sper- 
matozoid is swimming freely. 

of the spiral band is left to right 
le hands of a clock (PI. 13, Figs. 1, 


4) . A total of two and a half turns seems to be a correct estimate. 


On the external margin of the spiral band there exists a well stained 
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line (fixed and stained with Heidenhain’s iron-haematoxylin), from 
which numerous cilia are developed (PI. 13, Figs. 4, 5, 6). 

The nucleus of the swimming spermatozoid is transparent and 
occupies a larger portion of the whole body. The surrounding cyto- 
plasmic part is more granular and contains an oil-like globule of un- 
known nature. With regards to this globule Hirase (1898 p. 130) 
states this is a nutritive substance which will be brought into 
the egg cell. Herzfeld (1927 p. 826) names it as „extranuklearen 
Nukleolen“ stating „Die ausgestossenen extranuklearen Nukleolen 
sowie ihre Umgebung scheinen Exkretionen des spermatogenen Kerns 
zu sein, die dem Untergang geweiht sind“. Schnarf (1933) throws 
doubt upon the reason as to why two globules appear, occupying a 
strictly symmetrical position on both sides of the nucleus of the body 
cell, and why after the nuclear division each of them is transfered 
into a spermatozoid. The function of this globule is as yet unknown. 

With the exertion of a slight pressure, the body of the spermato- 
zoid may change its form, but being soft and very elastic, it recovers 
its shape once the pressure is removed. Fujii (1899) gives the 
following description as regards the methods by which the sper- 
matozoids get out of the pollen tube, namely; in general there are 
two methods, (a) gradual egress, and (b) sudden egress and the 
factor chiefly responsible for the occurrence of one method or the 
other is the density of the surrounding fluid. 

(a) Mode of gradual egress. In Fujii’s Fig. 4 an example is 
shown, where the head of the spermatozoid appeared a little way out 
of the pollen tube and according to his description the spermatozoid 
emerged entirely from the tube after five minutes and recovered its 
normal shape. 

Exactly similar behavior of the spermatozoid has fortunately 
been observed by the writer. In Fig. 2 the whole of the spiral band 
has already resumed its normal form, and the cilia are vibrating very 
vigorously, while the main part of the body still remains inside the 
tube so that the whole body takes on an appearance like that of a 
silkworm cocoon. Once the body was definitely escaped it soon takes 
on a normal shape, the constriction in the middle part of the body 
being no longer visible (Fig. 3). From this observation it can be 
seen how soft and elastic the body is. Another remarkable example 
of a gradual egress of the spermatozoid is demonstrated with photo- 
graphs in PI. 14, Figs. 10-15. In this case the base or the side of 
the spermatozoid body stretches considerably so that it slips through 
the narrow opening out of the tube. It is noteworthy that under such 
conditions the spiral band as a whole gives the impression of being- 
solid, retaining its normal shape, while the rest of the body takes on 
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the appearance of a liquid apparently enclosed in a thin plasma 
membrane. The cilia vibrate regardless of however the body of the 
spermatozoid may be deformed (Fig. 10). It may in any case be 
recognized that the cytoplasmic sheath which constitutes the spiral 
band has different physical properties, if one compares it with the 
cytoplasm surrounding the nucleus. One side of the spiral band 
turns toward the outside of the tube, and the spherical part of the 
body increases in size (Fig. 11). Then the spiral band as a whole 
appears out of the tube extending somewhat while retaining its 
original form, and one end still remains in the tube while the other 
side contacts with the spherical shaped body. By comparing such 
a deformed spermatozoid with another spermatozoid swimming in 
the pollen tube, it can be easily understood how flexible the whole 
body is and how eminently it is fitted for its difficult task of finding 
and swimming through the narrow passage between the neck cells 
of the archegonia (Fig. 12) . When the spiral band comes away from 
the wall of the pollen tube, the spermatozoid completely recovers its 
normal form while the vibration of the cilia continues very actively 
(Fig. 13). By continuous rotation of the body at a constant speed 
the spermatozoids roll around, first here, then there like a large 
infusoria (Figs. 14, 15). 

(b) Mode of sudden egress. According to Fujii (1899) in this 
case the membrane of the mother cell containing the two spermato- 
zoids is suddenly thrust out of the pollen tube. At first the shape of 
the spermatozoid is very irregular because of the surrounding 
pressure produced by sudden protrusion, but gradually it separates 
from the mother cell and finally takes on its complete form, like the 
fruit of an egg plant. Meanwhile it gently begins to swim at a 
definite speed. This fact also shows how soft and elastic it is. The 
writer has twice been able to observe such a mode of escape, where 
the spermatozoid which is irregularly shaped soon recovers its com- 
plete form as described by Fujii. 

When the spermatozoids are discharged in the archegonial 
chamber it is not hard to suppose that they swim to the neck cell and 
continue to gradually revolve around and around. The entire 
spermatozoid swims into the receptive cavity, the existence of which 
is maintained by Hirase (1918) and the writer (1928), passing be- 
tween the ruptured neck cells. The entrance of the receptive cavity 
is very small and narrow compared with the size of the spermatozoid, 
and the latter must be greatly stretched out so that it assumes a very 
long, slender form, during its passage through this entrance. The 
spermatozoid has need of all the elasticity possible, as is indicated 
also in the case of gradual escape from the pollen tube. It is certain 
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that the entire spermatozoid is capable of passing without inj ury 
through the narrow entrance canal between the neck cells into the 
receptive cavity, as the spermatozoid of normal shape has been found 
in many instances in the receptive cavity. 

Frequently two spermatozoids are found in the receptive cavity 
of which only one takes part in fertilization while the other may be 
found presenting a normal appearance or in some stage of disintegra- 
tion. So far as the cases observed are concerned, the head or apical 
end of the spermatozoid which reaches the egg cytoplasm becomes 
attached to the latter. The escape of the nucleus from the body is 
shown in PI. 14, Figs. 7-9. The male nucleus slips out of its cyto- 
plasmic sheath and passes on alone through the egg cytoplasm to the 
female nucleus. The ciliferous band includes a well stained line, 
which as already stated remains near the boundary of the egg cyto- 
plasm. Thus the function of the spiral band of the spermatozoid 
certainly ends with the transporting of the male nucleus from the 
pollen tube to the egg cell. The cilia and cytoplasm remain mean- 
while as the residual substance, which ultimately disappears. 

Summary 

1. The whole contents of the body ceil of Ginkgo is transformed 
into two spermatozoids. Between the two^ spermatozoids there is 
no cell wall when they are form-ed, however they are surrounded by 
a common wall. 

2. So long as the spermatozoids are still enclosed in the mother 
cell the cytoplasmic sheath of the spiral band takes on a compressed 
form. 

3. The swimming spermatozoid has an expanded spiral band, 
which is distinctly broadest in width at the apical end and gradually 
decreases finally fading out entirely. 

4. Several methods by which the spermatozoids get out of the 
pollen tube in sugar solutions are described. 

5. The body of the spermatozoid is soft and elastic, so that as 
a result of a slight pressure it may change its form, but it recovers 
its shape again after the pressure is removed. 

6. The cytoplasmic sheath of the spiral band only may be of 
a comparatively solid nature, whereas the remaining parts of the 
body, which are surrounded by the plasma membrane are of a highly 
liquid nature. 

7. The entire spermatozoid is found in the receptive cavity. 
This fact proves that the spermatozoid passes without injury through 
the narrow opening or canal between the neck cells. 
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8. The male nucleus slips out of its cytoplasmic sheath, then 
travels on alone and fuses with the egg nucleus, while the cilia bear- 
ing cytoplasmic sheath is left near the boundary of the egg cytoplasm. 

Botanical Institute, Faculty of 
Science, Tokyo Imp. University 
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Explanation of Plates 

All figures are photomicrographs taken with Agfa Isochrom plates by using 
Wratten B filter. For photomicrographs 1-3, 10-16 Leitz achromatic objective 4 and 
Zeiss comp, ocular 10 were used. For photomicrographs 4-6 Leitz oil imm. objective 
1/12 and Zeiss comp.. ocular 8 were used. For photomicrographs 7-9 Leitz oil imm. 
objective 1/12 and per iplane ocular 4 were used. Figs. 4-9. The preparations were 
fixed with Bouin's fluid and stained with Heidenhain^s iron-alum haematoxylin. 
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Plate 13 

Fig. 1. Mature spermatozoids swimming in the pollen tube. 

Fig. 2. A spermatozoid is just escaping through a narrow opening out of the 
pollen tube. 

Fig. 3. The same spermatozoid as in Pig. 2. It recovers the body shape at the 
outside of the pollen tube. 

Fig. 4. Apical end of the spiral band viewed from the head. 

Figs. 5~6. Two oblique sections of the spermatozoid which is still enclosed in the 
mother cell, showing the compressed spiral band on the apex of the body. 

Figs. 7-9. Three consecutive sections of the spermatozoid in the receptive cavity. 

The apex of the spermatozoid touches the egg cytoplasm. The nucleus 
slips out of the cytoplasmic sheath, while the spiral band is left behind. 

Plate 14 

Pigs. 10-1 5. Series of the behaviour of one spermatozoid which is escaping out of the 
pollen tube, showing how the spermatozoid body is stretched and deformed 
and how it recovers the normal shape. In Fig. 12 (a lower magnification 
than others) one of the two spermatozoids is seen outside and the other 
still inside the pollen tube. 
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Die Arbeitsraume in den Darmzellen von Ascaris; die Einwirkung 
des Hungerns ; die SekretbiWung 

Von 

Gottwalt Christian Hirsch und L. H. Bretschneider 

Aus der Abt. f. exper. Morphologie des Zool. Labor., Utrecht, Holland 
(Leiter : G. C. Hirsch) 

Fragestellung 

Der Darm von Ascaris unterscheidet sich dadurch von dem 
Darmbau vieler anderer Tiere, dafi er beinahe nur aus gleichmafiig 
gebauten Zellen besteht; eine Differenzierung oder Arbeitsteilung 
unter den Darmzellen ist vorlaufig noch nicht zu beobachten. Es 
miissen demnach die drei groBen Funktionen der Darmzellen aller 
Tiere bei Ascaris in jeder Zelle zusammen vorhanden sein: Sekre- 
tion, Resorption und intraplasmatische Verarbeitung kommen offen- 
bar in jeder einzelnen Darmzelle vor. Dies lafit zunachst die Frage 
entstehen, wie denn in einer einzigen Zelle diese drei Funktionen 
miteinander geordnet sind; raumlich und zeitlich. 

Zweitens eignet sich der Ascansdarm durch die Grofie seiner 
Zellen besonders gut zur Untersuchung intraplasmatischer Vorgange. 
Diese sind in der Darmzelle von Ascaris aber recht kompliziert. Will 
man sie naher untersucben, so ist es notwendig, iiber die rein statische 
Beschreibung hinaus zu gehen zur Erforschung der Dynamik der 
Vorgange in der Zelle selbst ; dies kann aber nur dadurch geschehen, 
dafi man die Zelle arbeiten lafit und sie wahrend dieser Arbeit lang- 
dauernd beobachtet. 

Hier folgen zunachst einige vorlaufige Angaben iiber den 
statischen Bau der Zelle, iiber die Einwirkung des Hungerns und 
uber die Sekretbildung (ohne auf Literaturangaben einzugehen). 

Technik 

Nur einige kurze Bemerkungen noch iiber die Technik (eine 
genauere Darstellung folgt spater) : ttbersichtspraparate wurden am 
besten fixiert in Zenker und gefarbt mit Heidenhain’s Haema- 
toxylin, oder mit Orange oder Erythrosin. 

Mitochondrion wurden dargestellt nach Regaud (Kalium-bichro- 
mat) oder nach Champy mit Nachchromieren in Acetum pyrolig- 
nosum plus Chromsaure, dann Kalium-bichromat. Die Schnitte- 
wurden gefarbt mit Heidenhain oder mit ALXMANN-fuchsin. 

Die GOLGisubstanz wurde dargestellt nach Kopsch-KolatscheW. 
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Fett und Glykogen wurden gemeinschaftlich dargestellt durch 
Osmierung, Bleichimg und Farbung nach Best (genauere Darstellung 
folgt). 

1. KapiteL Die Arbeitsraume in den Darmzellen eines 
frisch entnommenen Tieres 

Die Arbeiten in der Darmzelle von Ascaris sind in Stockwerke 
verteilt wie in einer Fabrik. Bevor wir die Experimente wieder- 
geben, welche einen gewissen Einblick in die Arbeit in diesen Stock- 
werken gegeben haben, scheint es uns ratsam, erst den Aufbau der 
Stockwerke und ihren Hauptinhalt bei einem frisch entnommenen 
Tiere zu beschreiben. Dies ist zunachst eine rein statische Beschrei- 
bung. 

Man kann die sehr langgestreckten, hoch differ enzierten Zellen 
in je 5 Stockwerke einteilen; von der Basalmembran bis zum Apex 
(Abb. 1-5). 

Stock werk I: Die Basis der Zelle wird von einer auffallend 
dicken Basalmembran gebildet. Eine „Cuticula'‘ kann jedoch 
dieses Gebilde nicht genannt werden, weil eine Cuticula ein Aus- 
scheidungsprodukt einer Epithelzelle nach der Aufienseite ist; hier 
aber entsteht sie nach innen und es ist nicht bekannt, ob sie durch 
ein Sekret der Zelle geformt wird. Sie ist vielmehr aufzufassen als 
eine Basalmembran, wie sie jedem Epithel zukommt und die nicht 
zellig konstruiert ist. Sie zeigt eine auffallend gleichmafiige, binde- 
gewebsartige zirkulare Streifung. Diese Fasern werden nach 
Heidenhain nicht gefarbt. Die Membran ist frei von Glykogen und 
Fett. Ihre Funktion liegt wohl hierin : sie bildet einen festen Schlauch 
(wie aus Gummi) auf dem die Zelle befestigt ist. Sie sitzt den 
Wasserkissen der „Fullzellen‘‘ des Bindegewebes fest auf. 

Stockwerk 11. Dies ist der unterste Arbeitsraum der Zelle. 
Er ist von dem dariiberliegenden Stockwerk durch die Membran a 
getrennt. Er ist frei von Glykogen und Fett; dagegen zeigt er ein 
sogenanntes „Fufiplasma'' : das Protoplasma ist in der Langsrichtung 
der Zelle gestreift. Nach Farbung mit Heidenhain erweist es sich 
als ein „Ergastoplasma''; auch einige etwas dunklere Granula, die 
den Protoplasmafaden anheften, kommen zum Vorschein; ihre 
Bedeutung ist unklar. 

Stockwerk III: Dies ist der wichtigste Arbeitsraum der 
Zelle, zugleich der langste und grobte. Es kbnnen einzelne Unter- 
stockwerke unterschieden werden, die je nach der Arbeit der Zelle 
eine verschiedene Grobe haben: 

A : basal schliebt die Membran a dies Arbeitsf eld gegen Stock- 
werk II ab. Diese Grenze wird durch eine basalwarts gerichtetes 
und ausgebogenes Hautchen gebildet. Es ist unregelmabig in seiner 
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Form und vielfach zerrissen; wahrscheinlich durch Stoffe, welche 
hier hindurchtreten. Durch Heidbnhain’s Eisenhaematoxylin ist 
diese Abschlufimembran besonders deutlich darstellbar. 
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Abb. 1-5. 1. DbersicKtspr^parat der Darinzelle zur Demonstration der Einteilung m 
Stoekwerke (Fix. Zenker, Kombin. aus Haem. Eosin-prap. und Heidenh. Eis.- 
Haematox). Die Ziffern und Bucbstaben sindim Texte gebraucht als Bezeichnung 
der Arbeitsgebiete der Zelie. 2. Darstellung der Mitochondrion und der Granula A 
(klein) und Granula B (groB) ; fix. Regaud, kombiniert Heid. Ham. und Altmann- 
Fuchsin. 3. Darstellung der Golgisubstanz auf der Phasengrenze zwischen Granula 
B und Protoplasma (Kopsch-Kolatschew). 4. Darstellung des Glykogens (schwarz) 
nach Best. 5. Darstellung des Pettes (schwarz) ; Osmierung. In Abb. 1-5 sma 
Darmzelleh dargestellt an frisch-entnommenen Tieren, mit denen also nicht weiter 
experimentiert worden ist. (Erklarung der Bezeichnungen im Text.) 
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B: das ist nun das Hauptarbeitsfeld der Zelle; alle 
anderen Zonen sind nur gewissernaafien Nebenraume. Es nimmt 
40-50% des Zellraiimes ein. Hier finden sich die wichtigsten, fiir die 
Stoffwechselarbeit charakteristiscben Strukturen ; 

1. Der Kern. Er liegt verschoben nach der Basis zu. Seine 
Lage ist sehr regelmafiig. Er ist rund, gro6 und blaschenformig. 
Das Chromatin ist regelmafiig verteilt. Es finden sich 1-2 ansehn- 
liche Nucleolen. Glykogen und Fett konnte in den Kernen nicht 
gefunden werden. 

2. Die Mitochondr ien (Abb. 2). Sie beginnen basal um 
den Kern herum in Form von langen Drahten und Stabchen, welche 
kleine Anschwellungen an ihrer Oberflache erkennen lassen. Nach 
dem Apex zu werden die Stabchen meist kiirzer. 

3. Die Granula. Es gibt zwei verschiedene Arten Granula 
in diesem Zellraume; und diese Arten verhalten sich je nach 
Fixierung und Farbung der Zelle wieder recht verschieden. Sub- 
limathaltige Fixierer wie Zenker verandern die Granulastruktur bis 
zur Unkenntlichkeit. Die beste Ubersicht fiber die Arten Granula 
gibt die Fixierung nach Regaud und die Farbung nach M. Heiden- 
HAIN ; dazu mfissen vorallem Osmiumpraparate treten wie sie zur 
Darstellung des Fettes und der Golgisubstanz verwendet wurden. 
Dann ergibt sich schliefilich: je mehr apikalwarts die Mitochondrien 
an Grofie verlieren um so zahlreicher werden die Granula A 
(Abb. 2) : kleine, nach Regaud-Heidenhain dunkelblaue Kornchen, 
welche dieselbe Farbe haben wie die Mitochondrien : sie befinden sich 
an der Oberflache der Stabchen (Abb. 2) ; je kfirzer apikalwarts die 
Mitochondrien werden, umso haufiger und grofier werden die Granula 
A., sodafi sich also die meisten in dem apikalen Teile des Raumes B 
finden. — Zweitens finden sich grofiere Granula B in dieser Zone: 
sie sind nach gewohnlichen Fixierern oft gelblich gefarbt, nach 
Regaud-Heidenhain grau. Sie haben verschiedene Grofie. Sie 
werden vorallem durch die Golgisubstanz gekennzeichnet. 

4. Die GoLGisubstanz (Abb. 3) findet sich nur in diesem 
Unterstockwerk B. Sie liegt um die sich auflosenden gelben Granula 
B herum. Nach Anwendung der Methode von KoPSCH farben sich 
die Granula B in einem kleineren Zustande gleichmafiig dunkelgrau, 
also ohne dafi eine Mantelsubstanz zu erkennen ware. Bei dem all- 
mahlichen Wachstum des Granulums und seine schliefiliche Umwand- 
lung in eine Vakuole entsteht auf der Phasengrenze zwischen dem 
Granulum und dem umgebenden Protoplasma die GoLGisubstanz : sie 
bedeckt schliefilich wie eine schmale halbmondf firmige Kappe die 
Oberflache des sich auflosenden Granulums. Sie ist also meistenteils 
nicht gleichmafiig an der ganzen Oberflache des Granulums verteilt. 
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sondern an bestimmten Stellen dichter oder dunner. Ein sich 
auflosendes Granulum, an seiner Aufienseite teilweise bedeckt mit 
der GoLGIsubstanz, laBt vielfach im Inneren doch eine sich auflosende 
Kugel erkennen. All diese Erscheinungen stehen mit der Sekretion 
im Zusammenhange, die wir weiter unten besprechen. 

5. Aufierdem dient dieses Unterstockwerk B auch noch der 
Aufstapelung von Stoifen, welche in der Zelle durch die intraplasma- 
tische Verarbeitung der aufgenommenen Nahrungsstoffe entstehen. 
Wir haben im besonderen Glykogen und Fett gepriift. Beide sind 
fast ausschliefilich beschrankt auf das Unterstockwerk B. Das 
Glykogen (Abb. 4) ist niedergeschlagen in Form von dicken, 
unregelmafiigen Granula und Scholl en, welche sich dicht zusammen- 
legen in langen Ketten, sodafi sie das Aussehen einer rissigen Kiefern- 
borke erhalten. Der Hauptstapelplatz des Glykogens liegt oberhalb 
des Kernes; aber auch unterhalb hiervon findet sich noch Glykogen 
in dicken Brocken. Es liegt, vorallem um den Kern herum, zwischen 
grofien Vakuolen, welche Fett enthalten. 

6. Auch das Fett (Abb. 5) ist nur auf das Unterstockwerk 
B beschrankt. Es ist viel unregelmafiiger deponiert als das Glykogen : 
in dicken unfbrmigen Klumpen und Brocken von meist langlicher 
Form. Nach dem Apex zu (aber immer inner halb des Unterstock- 
werkes E) sind die Fettvakuolen kleiner als nach der Basis zu. Die 
verschiedenen Zellen des Darmes weisen grofie Unterschiede auf 
hinsichtlich der Masse des Fettes. 

C: Das Unterstockwerk G unterscheidet sich vom Unterstock- 
werk B dadurch, dafi C keinen Kern, keine Granula B, kein Glykogen 
und kein Fett enthalt. Die in ihm seltener vorhandenen Mito- 
chondrien sind kleiner als in B. Vorallem ist zu sagen, dafi hier eine 
Auflosung der Granula zu beobachten ist: die in Zone B 
gebildeten Granula B werden hier verflussigt und bilden Vakuolen. 
Vereinzelt konnen in dieser Zone auch noch Granula auftreten, die 
allmahlich aufgelost werden. Die Grofie dieses Unterstockwerkes 
hangt ab vom Arbeitszustand der Zelle: je mehr in B aufgestapelt 
wird, umso kleiner wird C. 

D: die obere Kappenmembran. Eine besonders durch 
Zenker-Heidbnhain sehr deutlich darstellbare Membran, welche die 
Zone III von der Zone IV scheidet. Es ist hie und da zu sehen, dafi 
die Membran sich stellenweise bffnen kann, um Vakuolen den Durch- 
tritt nach oben zu gestatten. Nach dieser Tatigkeit aber schliefit sie 
sich wieder und ist in jedem Arbeitsstadium deutlich zu erkennen. 
Sie ist dicker als die Grundmembran a. 

Stockwerk IV ist eine Durchgangszone fiir Kesorpta 
und Sekrete. Sie zerfallt in drei Unterstockwerke, welche stets zu 
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erkennen sind, deren Umfang aber wechselt, je nachdem welche Stoffe 
dieses Stockwerk IV passieren: 

A^: Dies ist der grofite Teil des Stockwerkes IV. Er nimmt 
etwa 1/7-1/10 der Lange der Zelle ein, je nach dem Grade der GroBe 
des Stockwerkes III. Einfache Plasmafarbungen lassen erkennen, 
daB hier feine Niederschlagsstrange von EiweiBen auftreten, die alle 
in der Langsrichtung der Zelle geordnet sind. Zwischen ihnen finden 
sich in bestimmten Stadien der Arbeit kleinere und auch grofiere 
Vakuolen, gefiillt mit einer Fliissigkeit; die Wand der Vakuolen bleibt 
ungefarbt und gelblich. Mitochondrien kommen nicht vor. Nach 
einer Osmierung (Kopsch) zeigt sich nur eine gleichmafiig gelbe, 
leere Zone: also keine GOLGisubstanz. Glykogen findet sich nur in 
kleinen, ganz vereinzelt liegende runden Granula. Fett wurde nicht 
beobachtet. 

: Es f olgt eine Protoplasmaschicht, deren Dispersitatsgrad 
der EiweiBe otfenbar dichter ist als der untere Teil A^ dieses Stock- 
werkes. Dieser Teil kann in einzelnen Fallen durchsetzt sein von 
kleinen Vakuolen, von denen man den Eindruck bekommt, daB sie sich 
nur langsam durch diese dichtere Zone hindurchdrangen. 

C^: die jiuBere Grenzmembran . Nach Fixierung in 
Zenker und Farbung mit Heidenhain’s Eisenhaematoxylin tritt sie 
scharf hervor. Sie biegt kuppelformig an den Seitenwanden der 
Zellen um und bildet hier einen starkeren Ring, welcher mit denselben 
Elementen der Nachbarzellen teilweise verschmilzt. Durch diese 
„Kittleiste“ sind alle Darmzellen untereinander an ihren auBeren 
Enden verbunden; sie sind also gewissermafian aufgehangt zwischen 
der festen Basalmembran (I) und jenem konsistenten Netzwerk mit 
grofien sechseckigen Maschen, welche durch die aufiere Grenz- 
membran gebildet wird. 

Stockwerk V: Es wird gebildet durch den sogenannten 
Stabchensaum : jene f einen, flngerformigen Protoplasma-aus- 
stiilp ungen, welche von einer Basis etwas granulierten Proto- 
plasmas: dem Basalplasma aus nach dem Darmlumen zu sich 
ausbreiten. Nach Fixierung mit Zenker und Farbung mit Heiden- 
hain’s Eisenhaematoxylin sind die einzelnen Protoplasmafinger 
besonders deutlich zu unterscheiden. An mehreren Stellen des 
Darmes ist zu bestimmten Arbeitszeiten der Zelle zu erkennen, dafi 
zwischen diesen Protoplasmaausstulpungen sich Sekrettropfen und 
blasen hindurchdrangen, die von der Zelle aus in das Lumen sich 
ergiefien. 

Auch ganz wenig Glykogen in feinsten Kornern ist bei einem 
frisch entnommenen Tiere in der Regel in Basalplasma zu finden. 
Nach der Osmierung (Kopsch) sind zwischen den Protoplasma- 
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fingern aufierst kleine, dunkelbraune Granulationen zu finden, die aber 
nicht als GOLOisubstanz angesprochen werden konnen; im Basal- 
plasma sind dagegen die obengenannten Granulationen nicht mehr 
erkennbar. Fett findet sich in dieser Zone nicht. 

So sehen wir, dafi die Darmzelle von Ascaris merkwiirdigerweise 
in deutliche Stockwerke verteilt ist, von denen allein den mittelsten 
(III) die Rolle der eigentlichen Fabrikation der Sekrete und Stapel- 
produkte zukommt. Die oberhalb oder unterhalb hiervon gelegenen 
Stockwerke dienen nur dem Transport oder der Verarbeitung oder 
der Festigkeit des Ganzen. 

2. Kapitel. Der Hungerstoflwechsel in der Darmzelle 

Weitaus die meisten Tiere konnen 6 Tage ohne Nahrungszufuhr 
am Leben erhalten werden und zwar in Tyrode-Losung ohne 
Hinzufiigung von Zucker, also in einer reinen Salzlosung, bei 37°C. 

Die Untersuchung des Darmes wahrend des Hungerns hatte 
drei Ziele ; 1. die Frage nach dem Schicksal des beim normalen Tiere 
so reichlich vorhandenen Glykogens und Fettes. Zweitens sollte 
durch den Hungerstoffwechsel geschieden werden zwischen Stoffen, 
welche wahrend des Hungerns verbraucht werden, also dem Betriebs- 
wechsel angehoren und den Sekretstoffen, welche wahrend des 
Hungerns sich aufstapeln; auf diese Weise konnte dem Aufbau der 
Sekretgranula nachgegangen werden, wahrend die Zellen je langer 
je mehr leer werden an Reservestoffen. Die Zelle ist normal zu dick 
vollgepackt mit Stoffen, als dafi man leicht die verschiedenen Teile 
unterscheiden konnte, besonders in dem Unterstockwerk B. 

Drittens mufite die Zelle entleert werden von Baustoffen, um die 
notige Basis fur die Beobachtung des Wiederaufbaues der Stoffe zu 
haben, iiber welche wir spater berichten werden. Es handelt sich 
also um zwei entgegengesetzt verlaufende Beobachtungsreihen 
wahrend der Hungerzeit : die Beobachtung der Sekrete in ihrem Auf- 
bau und die Beobachtung der Betriebsstoffe in ihrem Abbau. 
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Der Abbau des Fettes 

Wir haben sechs Stufen unterschieden : das normale, frisch ent- 
nommene Tier und Tiere, welche 1, 2, 3, 5 und 6 Tage gehungert 
hatten. Der Fettabbau vollzieht sich so deutlich innerhalb der 6 
Tage, dafi es sich eriibrigt, exakte Messungen durch Wagen zu 
machen. Schon bei der einf achen Beobachtung ergibt sich, dafi der 
Fettabbau sich aufiert auf zwei verschiedene Art und Weisen; 1. 
schwankt die Anzahl derjenigen Zellen, welche Fett besitzen in einer 
eigentiimlichen Weise; und 2. verschwindet aus diesen Zellen das 
Fett in der allgemein charakteristischen Form. 
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1. Betrachten wir zunachst einmal die Anzahl der 
Zellen, welche iiberhaupt Fett besitzen. Wir haben hier Zahlun- 
gen durchgefiihrt und sind zu dem folgenden Ergebnis gekommen : 

Das. normale, frisch-entnommene Tier hat etwa 73% Darm- 
zellen, welche Fett besitzen. (Es ist also unrichtig, wenn v. Kemnitz 
1912 schreibt, dafi Ascaris nur in sehr wenigen Darmzellen Fett 
enthalte). 

Nach einem Tage Hungern ist die Anzahl der fettbesitzenden 
Zellen auf 20 % herabgesunken ; und nach zwei Tagen zeigen ebenfalls 
20-21 % der Zellen noch Fett. 

Vom 3. Tage an geschieht dagegen etwas Merkwiirdiges: die 
Anzahl der fetthaltigen Zellen hat wesentlich zugenommen; sie ist 
auf etwa 90-94% gestiegen. Zwar ist das Fett hier in einer anderen 
Weise deponiert als bei dem norraalen Tiere, aber die Anzahl der 
fetthaltigen Zellen ist gestiegen. 

Nach 5 Tagen ist die Anzahl der fetthaltigen Zellen auf 57% 
gesunken und nach 6 Tagen Hungern auf 38%. 

Es ergibt sicht also, dafi in den ersten zwei Tagen die Anzahl der 
fetthaltigen Zellen sinkt, am 3. Tage jedoch das Fett fast iiher alle 
Zellen verteilt ist und dafi dann langsam die Anzahl der fetthaltigen 
Zellen bis zum 6. Tage wiederum abfallt. 

2. Es ist aber notwendig, hierbei die Abbauvorgange im 
Auge zu behalten, welche sich in denjenigen Zellen abspielen, welche 
uberhaupt Fett besitzen. Sieht man im Praparat nur nach diesen 
Zellen, dann ergibt sich die f olgende Reihe ; 

. Das normale, frisch-entnommene Tier (Abb. 5) besitzt in seinen 
fetthaltigen Zellen das Fett in ziemlich dicken, groben Klumpen vind 
Ballen; das Fett erstreckt sich fast durch die ganze Zone B und ist 
besonders um den Kern herum sehr dick gehauft. 

Nach 1-2 Tagen Hungern lassen die fetthaltigen Zellen vielleicht 
eine kleine Verminderung ihres Fettgehaltes erkennen; aber sonst 
unterscheidet sich das Bild nicht von dem normalen Tiere. Hierbei 
miissen wir im Auge behalten, dafi die Anzahl der fetthaltigen Zellen 
sich stark verminderte in diesen 2 Tagen. 

Nach 3 Tagen Hungern (Abb. 7) jedoch sind die grofien Fett- 
ballen grofitenteils verschwunden ; nur hie und da findet sich noch 
ein solcher unterhalb des Kernes. Es sind von jetzt ab kleinere 
Fettvakuolen in den Zellen aufgetreten, die sich hauptsachlich 
apikal des Kernes befinden und schon nicht mehr die gesamte Zone B 
einnehmen; der obere Teil der Zone B enthalt kein Fett, sondern 
nur Glykogen und Granula. 

Nach 5-6 Tagen Hungern sind die grofien Fettballen ganz ver- 
schwunden : die kleinen Fettvakuolen finden sich vorallem dicht ober- 
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halb des Kernes, etwas auch unterhalb. Nach 6 Tagen Hungern 
(Abb. 8) jedoch finden sich nur noch kleine Fettvakuolen, die 

grbfitenteils an Masse stark 



Abb. 6-8. Darstellung der Ersoheinungen 
wahrend des Hungerns. Fett und Glyko- 
gen sind gleichzeitig in der Zelle darge- 
stellt : das Fett tief schwarz, das Glykogen 
grau. 6; 1 Tag Hungern. 7 ; 3 Tage 
Hungern. 8:6 Tage Hungern. 


abgenommen haben; und diese 
liegen fast ausschliefilich unter- 
halb des Kernes. 

SchluBfolgerung: Es 
ergibt sich also aus der Ver- 
gleichung der fetthaltigen Zel- 
len, dali wahrend des Hungerns 
der Fettgehalt stark vermin- 
dert wird : die grofien Fettballen 
verschwinden innerhalb von 2 
Tagen; nach 3 Tagen Hungern 
besitzen zwar fast alle Darm- 
zellen Fett, aber fast nur in 
kleinen Fettvakuolen, wahrend 
die grofien Fettballen fast ganz 
verschwunden sind. Das Merk- 
wiirdige ist nun, dafi (wie wir 
oben sahen) nach 3 Tagen 
Hungern weitaus die meisten 
Zellen des Darmes diese Form 
von Fett in kleinen Granula 
erkennen lassen ; also auch Zel- 
len, welche vorher kein Fett 
besassen, sondern nur Glykogen, 
besitzen nach 3 Tagen Hungern 
jene kleinen Fettvakuolen; und 
diejenigen Zellen, welche vorher 
schon die dicken Fettmassen 
besassen, haben diese abgebro- 
chen zu kleinen Fettgranula. 
Wir kdnnen hieraus schliefien, 
dais wahrend der ersten 3 Tagen 
ein starker Fettstoffwechsel 
stattfindet: Abbau der grofien 
Fettballen in den fetthaltigen 
Zellen; gleichmafiige Verteilung 
des Fettes iiber fast alle Zellen 


und Entstehen der kleinen Fettvakuolen. Wie ist nun das Fett auch 
in den ursprunglich nichtfetthaltigen Zellen entstanden? Entweder 
aus dem vorhandenen Glykogen Oder durch eine gleichmafiige Ver- 
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teilimg des vorher nur in besonderen Zellen deponierten Fettes iiber 
alle Darmzellen; ich vermute das Erstere. 

Das Ende ist, dafi nach 6 Tagen sich noch in 38 der Darmzellen 
etwas Fett befindet: jedoch nur noch in wenigen kleinen Fettvakuolen 
unterhalb des Kernes. Damit ist das Fett bis auf wenige Reste aus 
den Zellen verschwunden und im Korper verbraucht worden. 

Fiir den Aufbau der Zelle in Stockwerken ist es wichtig zu beo- 
bachten, dab das Fett ziierst am apikalen Teile der Zone B abge- 
brochen wird und dab der Abbau sich langsam nach unten zu vollzieht. 
Der Abbau bewegt sich also vom apikalen zum basalen Teile 
der Zone B: d.h* basalwarts. 

Der Abbau des Glykogens 

Der Abbau des Glykogens labt sich stufenweise verfolgen von 
dem normalen Tiere bis zum 6. Tage des Hungerns. 

Normales Tier (Abb. 4) : das Glykogen nimmt die ganze Zone 
B ein ; es liegt besonders an der apikalen Seite dieser Zone in dicken 
Brocken. Dicht oberhalb des Kernes wir das Gefiige des Glykogens 
bereits lockerer: kleinere Schollen, und kiirzere Strange; unterhalb 
des Kernes ist haufig kein Glykogen zu erkennen; in anderen Fallen 
nur wenig. 

1 Tag Hungern (Abb. 6) : das Glykogen ist schon stark abgebaut 
(es ist aber nicht richtig, wenn v. Kemnitz 1912 behauptet, dab 
es bereits „nicht mehr nachgewiesen v/erden konnte*') . Wir fanden: 
die groben Borkenstiicke des Glykogens sind sehr selten geworden; 
am apikalen Ends der Zone B liegen hie und da noch einige dickere 
Ballen; sie sind aber selten. Dagegen treten jetzt zum ersten Male 
die kleineren Glykogen-Granula deutlich isoliert hervor; sie 
entstehen durch Auseinanderfallen der Borkenstiicke. Sie erfiillen 
die ganze Zone B, vorallem um den Kern heruni. Sie sind aber 
unterhalb des Kernes in geringerer Menge vorhanden als oberhalb. 

Hieraus ergibt sich schon eine interessante Tatsache: das Gly- 
kogen wird in der umgekehrten Richtung wie das Fett abgebaut ; 
namlich vonuntennachoben. 

2 Tage Hungern: die groben Borkenstiicke des Glykogens sind 
jetzt ganzlich verschwunden. Die kleineren Glykogengranula liegen 
teils isoliert, teils sind sie zu Schniiren angeordnet. Sie finden sich 
vorallem im apikalen Teile der Zone B ; im unteren Teile dieser Zone 
finden sich weniger Granula (Vergl. Abb. 7). 

3 Tage Hungern : die Granula finden sich nur noch im apikalen 
Teile des Raumes B; der basale Teil ist leer. Auffallend war uns, 
dab im apikalen Teile sich das Glykogen jetzt vielfach in groberen 
Vakuolen befindet, welche diflfus mit einem feinverteilten roten Stoff 
erfullt sind. Um den Kern herum liegt fast kein Glykogen mehr. 
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5 bis 6 Tage Hungern: fast alles Glykogen ist verschwunden ; 
nur noch wenige Reste in Form kleiner Granula liegen im apikalen 
Teile des Raumes B und zwar im Plasma um Vakuolen herum (Abb. 
8 ). 

SchluBfolgerung; Hieraus ergibt sich, daB der Abbau des 
Glykogens erfolgt in der Richtung von unten nach oben; also 
apikal warts. — Zweitens dafi die im normalen Tiere vorhandene 
Glykogenmasse auf die folgende Weise aufgelost wird : 1) Es werden 
die grofien Borkenstiicke und Strange des Glykogens zertrummert, 
sodafi sich das Glykogen nach 1 Tage Hungern nur in Form einzelner 
Oder aneinander gereihter Granula vorfindet; Abbau zugleich mit 
Oberflachevergrofierung des Materials. — 2) Und schliefilich wird das 
Glykogen in relativ grofien Vakuolen im Protoplasma aufgelost, 
welche nur noch teilweise mit Glykogen, wahrscheinlich grdfitenteils 
mit Zucker erfiillt sind. Eine Abtransport von Glykogen als solchem 
findet wahrend des Hungerns nicht statt ; wenn iiberhaupt eine 
Stoffbewegung wahrend des Hungerns vom Darm zu den Organen 
stattfindet, so geschieht dies in Form von Zucker. 

3. Kapitel, Der Aufbau des Sekretes wahrend des Hungerns 

Wahrend Fett und Glykogen abgebrochen werden, werden zu 
gleicher Zeit die Sekretstoffe aufgebaut und aufgestapelt. Dies 
geschieht in der folgenden Weise (vergl. das oben uber Granula 
Gesagte!) : 

1 Tag Hungern : mit Osmiumsaure fixierte Praparate zeigen, dafi 
die Granula B nur in dem Raume B vorkommen und hier wiederum 
nur apikal des Kernes. Das Stockwerk IV ist erfiillt nur von einem 
feinen ausgeflockten Eiweifi; Granula und Vakuolen sind hier nicht 
zu erkennen. 

3 Tage Hungern : die Granula B sind bis in den Raum C vorge- 
drungen, weil sie sich in Anzahl vermehrt haben. Sie liegen also 
jetzt etwas oberhalb des noch vorhandenen Glykogens. Die Granula 
B selbst sind sehr grofi geworden, so umfangreich, wie ich sie sonst 
auf keiner Stufe gesehen habe. — Die interessanteste Erscheinung aber 
tritt jetzt in dem Raume C auf; er ist angefiillt von feinen, kleinen 
Vakuolen, deren Lichtbrechung geringer ist als die der Granula B. — 
Das Stockwerk IV und V sind ohne sonst erkennbare Struktur. 
Vakuolen finden sich hier nicht. 

6 Tage Hungern: die Anzahl der Granula B hat abgenommen. 
In dem Raume C finden sich jetzt keine kleinen Vakuolen mehr, 
sondern grofie Hohlraume, die im Leben gefiillt sind mit Flussigkeit, 

Aus den Beobachtungen am Normaltier und aus den Hunger- 
erscheinungen kann man vorlaufig schliefien, dafi der Weg des Auf- 
baus des Sekretes bei Ascaris vielleicht so ist: 

Die ersten Granula A werden gebildet mit Hilfe der Mito- 
chondrien (Abb. 9), welche an ihrer Oberflache diese Granula 
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entstehen lassen und wohl auch selbst StolFe zu deren Aufbau 
beitragen, denn die Mitochondrien werden vom basalen zum apikalen 
Teile der Zelle immer kleiner, jemehr die Granula A an Grofie zuneh- 
men. Die Granula A machen sich los vom urspriinglichen Mutter- 
boden und kommen in das Protoplasma. Hier wachsen sie heran. 
Nach einiger Zeit ist 
an der Phasengrenze 
zwischen Plasma und 
Granulura die GoiGi- f ; 
substanz zu erkennen. 

Diese so heranwach- 
senden Granula B 
haben ein viel star- 
keres Lichtbrechungs- 
vermdgen als die Gra- 
nula A und sind voral- 
lem durch die Golgi- 
substanz ausgezeich- 
net. Es wird also 
vorlaufig angenom- 
men, dafi die Granula 
A in B libergehen 
durch Bildung und 
Wachstum der Golgi- 
substanz; doch ist 
diese Hypothese fiir 
Ascaris zunachst nur 


% 
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Abb. 9--10. 9. Im Verhaltnis zu den anderen Abb. stark 
vergroBerte Darstellung von 2 Mitochondrien, welche 
an ihrer Oberflache die Granula A entstehen lassen, 
wobei offenbar auch Teile der Substanz der Mitochond- 
rien teilnehmen ; Technik wie Abb. 2. 10. Austritt von 
Sekretvakuolen durch die oberen Stockwerke der Zelle ; 

Technik wie Abb. 1. 


eine Annahme ; es ist auch moglich, dafi beide Granulaarten getrennt 
entstehen. Weitere Untersuchungen werden das lehren. 

Wahrend des Wachstums der Granula B zu immer grofieren 
Granula verschwindet die GOLGIsubstanz allmahlich. Die auf diese 
Weise gebildeten granularen Stoife dringen in den vorderen Teil des 
Raumes III ein und stapeln sich hier wahrend des 3 Hungertages in 
Form von Vakuolen auf. Der Raum C wird auf diese Weise wahrend 
des Hungerns immer grofier auf Kosten des Stockwerkes IV. Mit 
der zunehmenden Aufstapelung werden die Vakuolen im Raume C 
immer grofier. In diesem Zustande wartet die Zelle auf den 
Fiitterungsreiz, wobei das Sekret in kleinen Tropfen erst die abgren- 
zende Membran D durchsetzt. Dann werden im Raume A^ die ersten 
Vakuolen sichtbar (Abb. 1 und 10), welche durch das dichtere Plasma 
des Raumes B^ vorlaufig noch zuruckgehalten werden. 

Schliefilich wird auch die Grenzmembran C’ von der Sekret- 
fliissigkeit durchsetzt und das basale Plasma des V. Stockwerkes 
ebenfalls durchspiilt (Abb. 10). Es bilden sich wiederum Tropfen, 
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welche zwischen den fingerfdrmigen Ausstiilpungen des Stockwerkes 
5 in das Lumen des Darmes eintreten (Abb. 10) . 

Weitere Untersuchungen iiber die anderen Tatigkeiten des 
Ascansdarmes sind schon grofitenteils beendet und "werden in Kiirze 
veroffentlicht werden. 

Zusammenfassung 

In jeder Zelle des A.scansdarnies flndet Sekretion, Resorption, 
intraplasmatische Verarbeitung und Aufstapelung der Reservestoffe 
statt. Hier ist nur folgenden ersten Fragen der Darmtatigkeit nach- 
gegangen ; 

1. Es werden in der Darmzelle von Ascaris fiinf strukturelle 
Stockwerke beschrieben (Abb. 1-4) , von denen I die auffallend starke 
Basalmembran bildet, II eine Ergastoplasmazone. Das Stockwerk 
III ist der wichtigste Arbeitsraum der Zelle. Er wird nach oben 
und unten durch eine besondere Membran abgeschlossen. Er 
kann in mehrere Unter stockwerke verteilt werden, von denen B 
wiederum das Hauptarbeitsfeld bildet : bier liegen der Kern und 
die Mitochondrien, hier entstehen die Granula in zwei verschiedenen 
Formen und hier wird die Golgisubstanz an der Phasengrenze 
zwischen Granula B und Protoplasma gebildet; aufierdem wird hier 
vorallem Glykogen und Fett niedergeschlagen. Das Stockwerk IV 
ist eine Durchgangszone fur Resorpta und Sekrete. Abgeschlossen 
naeh aufien wird die Zelle durch eine aufiere Grenzmembran und 
durch das Stockwerk V, welches aus einem Basalplasma und zahl- 
reichen fingerformigen Protoplasmaausstulpungen besteht. 

2. Wahrend des Hungerns (Abb. 6—8) werden Fett und Gly- 
kogen abgebaut. Die Anzahl der fetthaltigen Zellen wahrend 6 
Tagen Hungerns schwankt : sie nimmt anfanglich ab, ist am 3. Tage 
wieder angestiegen, um bis zum 6. Tage wieder abzusinken. 
Weiterhin ist zu sehen, dafi die grofien Fettbrocken in kleinere Fett- 
vakuolen aufgeteilt werden, und zwar geschieht der Abbau langsam 
vom apikalen zum basalen Teile der Zone B : d.h. basalwarts. 

Das Glykogen dagegen wird in umgekehrter Richtung : von unten 
nach oben abgebaut, also apikalwarts. Ein Abtransport von Gly- 
kogen findet wahrend des Hungerns nicht statt. 

3. Wahrend des Hungerns werden Sekretstofte aufgebaut und 
aufgestapelt. Die kleinen Granula A entstehen an der Oberflache der 
Mitochondrien unter teilweisem Aufbrauch der Mitochondriensub- 
stanz (Abb. 9) . Wahrscheinlich gehen diese Granula A in B tiber, 
doch ist dies fiir Ascaris noch nicht sicher. An der Oberflache der 
Granula B entsteht die Golgisubstanz. Diese grofien Granula werden 
in Vakuolen aufgeldst, welche durch die oberen Stockwerke und 
zwischen den fingerformigen Ausstiilpungen hindurch in das Lumen 
des Darmes eintreten (Abb. 10). 
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A Report on Meiosis in the Two Hybrids, Brassica alba Rabh. ? X 
B. oleracea L. cf and Eraca sativa Lam. 9 X B. oleracea L. cf 

By 

Nagaharu U, Tutumi Nagamatu and Usaburo Midusima 

Konosu Farm of the Imperial Agricultural Experiment Station 


During the course of the study of the genome-analysis in 
Brassica performed by one of the authors, several interspecific or 
intergeneric crosses in Cruciferae have been undertaken at Konosu 
Farm of the Imperial Agricultural Experiment Station, the main 
part of which has been reported already by U (1934) . In this paper 
the authors intend to report the karyo-genetical facts observed in 
two hybrids which have been obtained in the spring of 1934 and 
been left out in publication. One of them has been raised in the 
species cross, Brassica alba Rabh. 9 x S. oleracea L. & and the other 
in the intergeneric cross, Eruca sativa Lam. 9x5. oleracea L. cf. 

The Fi hybrids obtained in both crosses are utterly sterile and 
for all our efforts made in these two successive years in raising Fi by 
cutting propagation or by mother stock reserving of the individuals, 
they failed to give any seeds. Moreover, all the reserved Fi indivi- 
duals have gone away affected by the extraordinary hotness in this 
year. Thus we have lost our prospect of success in obtainifig the 
later generations and the report is obliged to confine only in the Fi 
hybrids. 

A brief description of the parental species. The variety of 
B. oleracea here used as the pollen parent is acephara, the kale, the 
reduced number of chromosomes of which is confirmed to be 9. 
5. alba, the white mustard, is formerly classified as Sinapis alba 
which is characterized by having 12 chromosomes as its haploid 
number. In the vegetative feature it stands alone from the other 
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Fig. 1. Meiotic and somatic metaphase in the parental species, a and b, Polar 
views of somatic metaphase in the root-tip cell division, a, B, oleracea. b, B. alba. 
e-e, Polar views of heterotypic metaphase in the microsporogenesis. c, B. oleracea, 
d, B. alba, e, Eruca sativa. x2400. 
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species in Brassica and is easily distinguished from the latter by 
the lyrate rosette leaves vi^ith complete incision, the hairy epidermis 
throughout the body, and the peculiar flat shape of pods. Eruca is 
a small genus containing a few species which originate in the moun- 
tains of Europe and central Asia. E. sativa is the garden rocket 
having 22 somatic and 11 meiotic chromosomes. Its pinnate rosette 
leaves with deep incision and its corolla consisted of four narrow, 
flesh-coloured, petals with veins distinct by the anthocyanin pigmenta- 
tion present a quite different morphology from those of the species in 
Brassica. 

Methods 

Bouin’s and Navashin’s fixative were used, the former were 
employed for fixing flower buds and the latter for root-tips. In 
the early stages of work Newton’s gentian violet and Feulgen’s 
fuchsin-sulfurous acid were applied in staining, though they were 
proved rather unsuitable for the minuteness of the chromosomes, and 
all later staining was made with Heidenhain’s haematoxylin. 

Drawings were made with a Zeiss camera lucida, using a Zeiss 
120 apochromatic objective and a 20 x compensating eyepiece. 


Fi B. alba Rabh. 9 x B. oleracea L. c? 

Four Fi-plants have been raised from 49 flowers pollinated, all of 
_ which were uniform 

in the morphology. 
Their vegetative fea- 
ture resemble closely 
the female parent, B, 
alba, but their leaves 
are hairless, waxy, 
stiff, and dark green 
like those of the male 
parent, B. oleracea. 
The nuclear plates 
found in their root- 
tip cells present 21 
somatic chromosomes 
which correspond to 
Ij c e f game- 

Pig. 2. Somatic and meiotic division in the P, B. alba 9 tic numbers of both 
X B. oleracea a . a, A somatic nuclear plate with 21 c.nprip« The 

chromosomes, b, Heterotypic metaphase showing 21 paieiiiai speoiBb. xiib 

univalents, c, Heterotypic anaphase presentiH'g'8 and microsporogenesis in 
13 chromosomes in each polar region, d, Interphase. ,, „ , , . , 

e and f, Homotypic metaphases, ca. x2400. the Fi hybrids pro- 
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ceeds quite abnormally. Not a single syndetic union of chromo- 
somes is noted here. The spindle in the first metaphase develops 
with 21 scattered univalents and a typical semiheterotypic divi- 
sion is carried out. The numbers of chromosomes counted in both 
polar region in the following anaphase almost accorded with those 
of the theoretical frequency distribution calculated. Of course, a 
small number of the restitution nuclei are here met with and the 
lagging of chromosomes is frequently observed resulting in the ex- 
clusion of chromatin substance from the daughter nuclei. The 2nd 
division goes rather regularly. As a necessary consequence of such 
a division, most of the pollen cells found in the matured anthers are 
small and shrivelled, but very few of them are large and perfect. 
A greater part of the flower buds have become discoloured and 
dropped away before they opened, yet a few of them have bloomed 
and grew into deformed, empty pods. 


Fi Eruca sativa Lam* 9 x B. oleracea L. 

Six Fi-plants were obtained in the numerous crosses. Morpholo- 
gically they were quite alike showing the intermediate feature of 
both parents. Their rosette leaves are waxy and dark green like 
those of B. oleracea, but are deeply incised. They take after Eriica 
sativa, however, closely in their collora, the petals of which are 
narrow and flesh-coloured with bright, red veins. 

The authors have failed to confirm their somatic number of chro- 
mosomes in their root-tip cells which did not offer any clear views of 
the division. At diakinesis in the microsporogenesis a variable num- 
ber of chromosomes, ranging from 17 to 20, are found in the nuclear 
area, a few of which are apparently bivalent. By the observation of 
a number of side views of the spindles formed in the following meta- 
phase the chromosome configurations in the hybrid plants are 
determined as 

(0-3)11 + (20-17)i . 

The frequency appearance of the number of bivalents is given in the 
following table. 

The bivalents situate usual- 
ly in the equatorial region and 
are distinguished easily from 
the univalents, which are 
scattered at random position 
throughout the entire spindle, 
by their long, stretched form. 

The disjoining of the bivalents in the early anaphase is observed to 
be normal and as the division proceeds their daughter halves go to the 


Table 1. The frequency appearance 
of the number of bivalents in 
the first metaphase 


Number of 
bivalents 

3 2 

1 

0 

The frequency 

45 31 

16 

9 
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Fig. 3. Reduction division in the Ft Eruca sativa 9 x jE?. oleracea d' . a, Diakinesis 
with 20 unpaired chromosomes, b^e, Heterotypic metaphases showing ; b, 21i . 
c, d, 211 +I 61 . e, f and g, Heterotypic anaphases, h and i, 

Interphases showing extra daughter nuclei, j, a large interphase nucleus with 
whole number of chromosomes, k, Homotypic metaphase showing 2 daughter 
plates with 16 and 3 chromosomes and a stray one. 1, Homotypic anaphase with 

3 spindles, ca. x2400. 

opposite poles. The behavior of the remaining univalents is re- 
markably abnormal, some of them proceed towards the nearer pole 
following after the daughter bivalents, but others hold their position 
forming extra interphase-like nuclei. Consequently in the metaphase 
of the homotypic division more than two spindles are commonly found 
in one mother cell which result in the formation of supernumerary 
microcytes. 

When the hybrids have grown into flowering stage the deforma- 
tion of the floral organs is manifested in a variable manner. An in- 
complete pistil with a curved style and a deformed stigma is com- 
monly observed which drops away shortly after the fall of the petals. 
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Staminody is also common and the apparently normal stamens have 
frequently empty anthers. 

Remarks 

As described above the genome .of B. alba is observed to have no 
particular relation to that of B. oleracea and in consideration of the 
result of the genome-analysis in Brassica it plays no role in the 
constitution of the compound genomes of the polyploid species in 
the genus which are due to the collaboration of two of the three basic 
genomes with 8, 9, and 10 chromosomes found in B. nigra Koch., B, 
oleracea L,, and B. eampestris L. respectively. Further it stands 
morphologically alone from the other species in the genus. From 
these facts, it can perhaps be considered appropriately that B. alba 
should be classified as an outsider of the genus Brassica, the definite 
affirmation of which, however, will rest upon further studies. 

The bivalent formation, 3 the maximum number, observed in 
the Eruca-Brassica hybrid can be considered in three cases to be 
due 1) to the autosyndesis among the BTOca-chromosomes, 2) to the 
allosyndetic union of the members of the two different genomes con- 
tributed from each side of the parents, or 3) to the autosyndesis pre- 
sented by the chromosomes of B. oleracea. Recently it has been 
suggested by several workers, such as Pease (1926), Lawrence 
(1929), and Catcheside (1934), from the genetical standpoint that 
B. oleracea is partially polyploid, and after Catcheside the haploid 
set of 9 chromosomes of which is of the type: 

A A 
B B 
C C 
D 
E 
F. 

The authors can not attain to a very definite conclusion at present to 
which of the three cases it can be due. Though the fact affords us 
a very interesting problem for the elucidation of the origin of the 
simple genomes in Brassica together with the karyological data 
obtained in the study of various crosses made in these three years, to 
which the authors will refer in another paper. 
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Uber die Anthocyanophoren von Erythraea 

Von 

Fried! Weber 

Ans dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
( Mit 1 Tafel und 1 Textfignr ) 

Lippmaa (1926) hat gefunden, dalS in den Epidermiszellen der 
Bliitenkrone von Erythraea das Anthocyan nicht im Zellsaft gelost 
ist, sondem an bestimmt geformte Korper gebunden vorkommt. 
Diese Korper nennt Lippmaa Anthocyanophore. Vor 
Lippmaa hat Politis (1911, 1914) Anthocyan- gefarbte Inhaltskbrper 
von Blutenzellen verschiedener Pflanzen beschrieben. Er hielt sie fiir 
Plastiden und bezeichnete sie demnach als „Cyanoplasten“. Einen 
neuen Fall eines Anthocyanophors gibt Molisch (1928) fiir die 
Fruchtoberhaut von Gwmera chilensis an. Auch in den Blutenzellen 
von Borraginaceen ist das Anthocyan an gallertartig feste Korper 
gebunden; dariiber liegt eine Reihe von Arbeiten vor (u.a. 
Gicklhokn & Weber 1926, Kuster 1935, Weber 1934, 1935) . 
Uber Zellinhaltskorper, -welche das Anthocyan des Zellsaftes an sich 
reiBen, hat Guilliebmond wiederholt berichtet (1933, 1934). Nach 
SCHARINGER (1936) sind die Anthocyankorper in den Perianth-Zellen 
von DeZjjfemMm doppelbrechend. 

Die vorliegende Notiz bezieht sich auf die Anthocyanophoren der 
Bliiten von Erythraea. Lippmaa hat die Arten E. pulchella und 
E. litoralis daraufhin untersucht. Die folgenden Angaben betreffen 
die Epidermiszellen der Bliitenkrone von Centaurion umbellahim 
(Centaurium mimts, Erythraea Centaurium) . Die Pflanzen stammen 
aus der Umgebung von Graz. 

Bei Flachenansicht der Epidermiszellen der Erythraea Kron- 
blatter zeigen sich die licht bis dunkel-rosa gefarbten Anthocyano- 
phoren entsprechend der Zellf orm als viereckige, haufiger langlich 
rechteckige bis schmal streifenfbrmige Platten, je eine in der Mitte 
der Zelle gelegen; die Dicke der Platten ist sehr gering. An den 
Randern der Langsseiten sind die Anthocyanophoren bisweilen etwas 
aufgebogen. 

Bei Herstellung von Schnitten werden die Anthocyanophoren 
nicht selten aus verletzten Zellen herausgezogen, sie bleiben dann in 
Wasser lange Zeit unverandert. Uber den Schnittrand heraus- 
ragende Anthocyanophoren zeigen haufig Drehungen, so dafi sie 
nicht mehr von der Flache sondern an einem Ende oder ganzlich sich 
von der Schmalseite darbieten. An solchen Praparaten fiel es 
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zunachst auf, dafi bei Beobachtung im polarisierten Lichte die 
Anthocyanophoren in bestimmter Stellung aufleuchten, also doppel- 
brechend sind. Die Durchsicht zahlreicher Praparate von Flachen-, 
Quer- und Langsschnitten bestatigte die nach dem morphologischen 
Aussehen unerwartete Beobachtung, da6 die fiir amorph, gallertig- 
schleimartig gehaltenen Anthocyanophoren von Erythraea tatsachlich 
optisch anisotrop sind. Die Anthocyanophoren erscheinen 
im polarisiertem Lichte orangegelb oder blaulich, die rote Eigen- 
farbe v^ird also iiberdeckt, es kann daher der Grad der optischen 
Anisotropie kein geringer sein. 

Von der Flache gesehen, wie sich die Anthocyanophoren in der 
Zelle in der Regel darbieten, leuchten die rosa Plattchen im polari- 
siertem Lichte nicht auf, dagegen dann, wenn sie in Profilstellung 
und somit von der Xante zu sehen sind. Auch an Querschnitten 
durch das Kronenblatt kann man bei bestimmter Lage des durch- 
schnittenen Anthocyanophors das Aufleuchten sehen. Das 
Aufleuchten in Profilstellung und das Erloschen in Flachenstellung 
diirfte nicht durch die verschiedene Schichtdicke in diesen beiden 
Lagen bedingt sein, da auch kleine Fragmente der Anthocyanophoren 
deutlich aufleuchten, wenn sie sich in der richtigen Stellung befinden. 
Die Isotropie in der Flachenansicht der Anthocyanophore ist also 
keine scheinbare, vielmehr diirften die Anthocyanophoren-Plattchen 
in der Flachenansicht keine Spur von Doppelbrechung zeigen, die 
optische Achse also senkrecht auf die Flache stehen. 

In den intakten, lebenden Zellen findet man die Anthocyano- 
phoren meist nur selten und vereinzelnt in Profilstellung, manchmal 
kommt es aber vor, dab diese Stellung und nicht die sonst tibliche 
Flachenstellung in einer grofien Zahl von Zellen eingenommen wird. 
Es scheint also so, als ob die Anthocyanophoren innerhalb der intakten 
Zellen „vitar' Drehungen ausfuhren konnten. Diese Lage ver an derung 
wiirde ganz der der Ghloroplasten des M‘esocarp^t5-Typus ent- 
sprechen. Wahrend aber die Ghloroplasten im Cytoplasma liegen 
und selbst lebende Gebilde sind, ihre Lageveranderungen daher als 
aktiv Oder passiv bis zu einem gewissen Grade verstandlich werden 
konnen, so liegen die Anthocyanophoren angeblich im Zellsaft und 
die Mechanik ihrer Drehung wiirde daher einer besonderen Unter- 
suchung bediirfen. Auch die Bedingungen unter denen die Drehun- 
gen stattfinden, bleiben aufzuklaren. Besonders zahlreich findet man 
Anthocyanophoren im Flachenbilde der Epidermis in Profilstellung, 
wenn Praparate unter dem Deckglas mehrere Stunden im feuchten 
Raume aufbewahrt werden. 

Uber die chemische Natur der Fri/tferaeu-Anthocyanophoren ist 
eigentlich nichts bekannt. Lippmaa halt die Anthocyanophoren fiir 




F. Weber 


Cytologia, Fuji! jub. vol. 


I ! 








^ '-ht 


„Schleimballen“, die sich in der Vakuole bilden und allmahlich durch 
.Anthocyan farben; er betont aber, daB ein direkter Nachweis der 
Schleinanatur noch fehlt und dafi die „kolloidchemische Struktur und 
chemische Beschaffenheit der Anthocyanophore von Erythraea noch 
weiterer Aufklarung bedarf.“ Nach KiiSTEE (1935, 315) konnten 
sie vielleicht durch wolkenartig suspendierte Entmischungsprodukte 
in stark viskosem oder gallertigem Zellsaft vorgetauscht werden. Die 
im Obigen aufgezeigte optische Anisotropic spricht eigentlich nicht 
fiir eine schleimige Beschaffenheit der Anthocyanophore. Obwohl 
die Beobachtung innerhalb der Epidermiszellen erschwert is und die 
Cuticularstreifung leicht eine Struktur des darunter liegenden 
Anthocyanophors vortauschen kann, so wird doch an den Anthocyano- 
phoren bisweilen eine langsfaserige Struktur schwach angedeutet 
jSichtbar ; sie erinnern dann morphologisch einigermaBen an die 
von KiiSTER (1934) als „anisotrope Fibrillenbundel" aufgefafiten 
EiweiBkristalloide von Epiphyllum. Da nach Spiess (1904) und 
Chaze (1933) EiweiBkristalloide (Aleuron) Anthocyan zu speichern 
vermogen, so konnte eine eiweiBartige Beschaffenheit der Antho- 
cyanophoren in Betracht gezogen werden, doch fielen die Eiweifi- 
reaktionen nicht positiv aus; auch ist es nicht allzu haufig, daB 
EiweiBkristalloide in wasserreichem Zellsaft auftreten, obwohl auch 
solche Falle bekannt sind (Molisch 1923, 368, Meyer 1920). 

Von einer Reihe durchgefiihrter Reaktionen, die aber keine be- 
sonderen Aufschliisse gaben, seien nur folgende angefiihrt: Weder in 
Silbernitratlosung noch in Osmiumsaure tritt Schwarzung der Antho- 
cyanophoren ein. In Ammoniaklbsung farbt sich der Anthocyano- 
phor zunachst blau, der umgebende Zellsaft gelb, dann verschwindet 
der Anthocyanophor unter voriibergehender Lichtblaufarbung des 
Zellsaftes. In Eisenchloridlosung werden die Anthocyanophoren 
schwarz. Bei schwacher Plasmolyse (in Harnstofflosung) zeigt die 
convexe Plasmolyseform an, daB das Cytoplasma und der Zellsaft 
leicht fliissig sind, bei starker Plasmolyse zwingt der feste Antho- 
cyanophor dem sich ihm eng anliegendem Cytoplasma die Form auf. 

Die Anthocyanophoren von Erythraea farben sich vital mit 
Neutralrot, allerdings ziemlich langsam und wenig intensiv; gar 
.nicht farbt sich meist der Raum um die Anthocyanophoren, das ist 
.nach der herrschenden Ansicht der Zellsaft, in dem sie liegen. Es 
ware allerdings moglich, dafi bei geeigneter H-Ionenkonzentration 
(vergl. Strugger 1936) sich auch eine Farbung des „Zellsaftes“ 
einstellt. 

Der Gestalt nach stellen die Erj/tferaea- Anthocyanophoren im 
Flachenbilde stets die verkleinerte Form der Zelle dar (Textfig. 1). 
In dieser Hinsicht besteht also eine vollkommene tlbereinstimmung 
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,mit den Anthocyanophoren von Pulmonarid (Weber 1936) . Dies 
legt den Gedanken nahe, daB auch die j57r7/ifeme(X-Anthocyanophoren 
durch Zellsaft-Synaerese entstanden sein 
konnten. Durch allmahliche Bildung von 
„Schleimballen‘' im Zellsaft laBt sich 
wohl kaum die gesetzmaBige Beziehung 
der Gestalt der Anthocyanophoren zu 
der Zellform erklaren. Es ware von 
Interesse, ob Falle bekannt sind, daB 
Gelkdrper, die durch Synaerese wasser- 
armer geworden sind, anisotrop werden 
konnen. DaB auch die Anthocyanopho- 
ren von Pulmonaria bisweilen anisotrope 
Strukturen aufweisen, hat Weber (1936) 
beschrieben. 

tiberraschend ist, daB selbst durch 
relativ starkes Zentrifugieren die An- 
thocyanophoren nicht aus ihrer normalen 
Lage in der Zelle gebracht werden. Ent- 
weder unterscheiden sie sich im spezi- 
iischen Gewicht nicht wesentlich von dem 
umgebenden „Zellsaft“ oder aber sie sind 
irgend wie in Verbindung mit dem Cyto- 
plasma in ihrer Lage fixiert. Nicht sel- 
ten zeigen die Anthocyanophoren in der 
Flachenlage seitlich eine kreisformige 
Einbuchtung, in der der Zellkern liegt. 

Etwas Analoges wurde fur die An- 
thocyanophoren von Pulmonaria be- 
schrieben (Weber 1936, Fig. 3). 

So ergibt sich in Hinblick auf die bisher so wenig beachteten 
Gebilde der Anthocyanophoren eine Reihe noch offener Fragen be- 
sonders in Bezug auf ihre Genese und chemische Natur. Mangel 
an Material erzwingt den vorzeitigen AbschluB dieser Untersuchung ; 
wenn sie auch mehr Fragen aufwirft als beantwortet, so wird sie 
vielleicht doch das Interesse fur die in der cytologischen Literatur 
wenig erwahnten Anthocyanophore lenken. 



Textfig. 1. Epidermiszellen des 
Kronblattes von Centaurion 
umhellatum. Die Anthocyano- 
phoren (schwarz) ..zeigen die 
gleiche Form wie die Zellen, in 
denen sie liegen. 
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Erklarung der Tafel 15 

1. Epidermiszellen von Erythraea im Querschnitt in polarisiertem Lichte. In der 
Mitte der mittleren Epidermiszelle leuchtet der durchschnittene Anthocyanophor 
auf. 

2. 5, 6. Epidermiszelle von Erythraea Flacbenbild im polarisierten Lichte ; in je 

einer Epidermiszelle leuchtet der in Profilstellung befindliche Anthocyanophor auf. 

3. Rand eines Epidermisfragmentes. Aus einer verletzten Zelle ragt ein Teil eines 
Anthocyanophors heraus ; dieser in Profilstellung befindliche Teil leuchtet im 
polarisierten Lichte hell auf. 

4. Anthocyanophor in Flachenstellung in gewohnlichem Lichte. Der lichte kreis- 
formige Fleck am unteren Rande ist im Anthocyanophor fur den Zellkern aus- 
gespart. 

7. Anthocyanophoren in langlichen Epidermiszellen, gewdhnliches Licht. 
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Etude caryologique du Carica Papaya 


par 

A. Eichhorn 


Les Passifloracees n'ont pas jusqu'ici retenu Tattention des cary- 
ologistes et Ton ne possMe que peu de renseignements a leur sujet. 
Aussi Toccasion m’ayant ete fournie de posseder des graines de 
Carica Papaya^\ ai-je etudie le mode de division nucleaire et 
denombre les chromosomes chez cette espece. II est aise d’effectuer 
cette numeration car les plaques equatoriales, en vue polaire, sont 
tres claires, les chromosomes sont parfaitement distincts les uns 
des autres et regulierement disposes sur un meme plan, puis, surtout, 
ils sont relativement peu nombreux. Dans les cellules somatiques on 
en compte, en effet, 18. Ces dix-huit chromosomes sont petits, en 
forme de V aux branches largement evasees et ils paraissent tons de 
meme taille. Quant a la composition du noyau au repos et a revo- 
lution nucleaire, elles presentent quelques caracteres particuliers. 
Dans hensemble on a affaire a un noyau depourvu de reseau mais 
porteur de prochromosomes et la mitose repond a celle propre aux 
noyaux de ce type. Neanmoins, a Finverse des cas de ce genre, bien 
connus maintenant, le nucleole, dans le noyau au repos en interphase, 
n’est pas unique et Ton rencontre, en plus de Felement habituel 
volumineux, spherique et central, un, deux, trois, quatre ou meme 
cinq nucleoles secondaires, comparativement assez gros, spheriques 
eux aussi et places tantot contre le nucleole principal, tantot epars 
dans Fenchyleme nucleaire. Leur taille seule permet de les distinguer 
des prochromosomes situes a la peripherie, contre la membrane 
nucleaire, et qui sont d’un volume plus reduit. Les nucleoles secon- 
daires n’atteignent que rarement la taille du nucleole principal dont 
ils derivent comme on va le voir, et se distinguent aussi de lui par 
Fabsence habituelle des corps annnexes. J’ai deja eu Foccasion 
dhndiquer que le nucleole volumineux des noyaux sans reseau presente 
un ou parfois plusieurs petits corps annexes, pouvant atteindre ou 
depasser la taille des prochromosomes, se distinguant de ceux-ci d’une 
part grace a leur localisation sur le nucleole ou proche de lui, et, 
d'autre part, - surtout dans les cas douteux -, par le fait qu'ils ne se 
colorent pas par le Feulgen. Or, on retrouve ici, sur le nucleole 
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d'adresser mes remerciements. 
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principal, ces corps annexes qui pourraient bien etre consideres 
comme les ebauches des nucleoles secondaires, En eiFet, ceux-ci 
apparaissent par bourgeonnement sur le nucleole principal, bour- 
geonnement dont on pent suivre tons les stades et qui aboutit a 
I’expulsion d’une masse nucleolaire d’assez fort volume. Ce pheno- 
mene qui peut se reproduire un certain nombre de fois, si Ton 
en juge par la presence, dans certains cas, de plusieurs nucleoles 
secondaires dans le sue nucleaire, est particulierement intense dans 
les noyaux de la zone meristematique ; il est moins prononce dans les 
tissus plus ages. 

Que deviennent, au cours de la cinese le nucleole principal et les 
nucl4oles secondaires? En prophase, les prochromosomes grandis- 
sent et se transforment peu a peu en chromosomes qui atteignent, a 
la fin de ce stade, leur taille definitive. Pendant ces lentes modifi- 
cations, les nucleoles ne subissent aucun changement de forme. Au 
moment de I’installation des chromosomes en plaque equatoriale le 
nucldole principal se divise parfois en deux, par etranglement median, 
chacune des portions emigrant ensuite vers un pole pour se dis- 
soudre, apparemment, dans le cytoplasme. Mais ceci ne parait pas 
etre la regie car les images de cette sorte sont rares ici. Bien plutot, 
il me semble que, d’une fagon generale, le nucleole principal se dissout 
sur place a la mdtaphase. Par centre, les nucleoles secondaires 
demeurent et sont entraines avec les chromosomes lors de leur de- 
placement vers les poles, durant I’anaphase. Il est possible, d’ail- 
leurs, de reconnaitre leur presence, a ce stade, en efFectuant une 
ditFerenciation un peu poussee. On distingue alors, en vue de profil, 
un petit nucleole a chacune des extremites de la bande anaphasique. 
En telophase, on retrouve ces memes nucleoles qui grossissent et 
fusionnent ensuite pour redonner le nucleole unique du noyau quies- 
cent. On pourrait ainsi admettre que les nucleoles accomplissent 
un cycle evolutif, comme e’est le cas pour les chromosomes, et I’on 
peut se demander si tout nucleole ne derive pas d’un nucleole, tout 
comme chaque chromosome provient d’un chromosome preexistant. 
La question de I’individualite des nucleoles se poserait alors de la 
meme fagon qu’elle s’etait autrefois posee pour les chromosomes. 

(Laboratoire de Culture du Museum, Paris) 


An Experimental Study on the Structure of Living Nuclei 
in the Resting Stage 

By 

Namio Shinke 

Botanical Institute, Kyoto Imperial University 

The structure of the nucleus in the resting stage, an important 
problem in karyology not only from the mere morphological point of 
view but also from the genetical stand point, has been receiving special 
attention from investigators and has frequently been discussed from 
somewhat earlier days of karyological investigation, and as yet no 
unanimous conclusion has been attained. In the cases where the 
nucleus shows a distinct structure, the recent advances in this field 
of karyology seem to show that there is left little doubt on the view 
of the nucleus being a structure essentially composed of convoluted 
chromatin threads or chromonemata (ScHlWAGO, 1926, B:elar, 1930, 
Tblbzyi^ski, 1930, Kuwada and Nakamura, 1933-34, Fujii and 
Yasui, 1936, Kuwada, 1936 and others). But the cases where the 
nuclei show indistinct structure with all possible grades up to the 
completely hyaline state have been also observed in both plants and 
animals. And a question is now raised as to whether there are 
structural differences of fundamental importance among these nuclei 
with different appearances. In the present paper some results of 
experiments we obtained concerning this question are reported. 

Material 

In the course of an experimental investigation with living nuclei, 
it was found that a great diversity in visibility of the structure of 
the healthy or intact nucleus is shown among different species and 
tissues and also according to the different physiological functions 
of the cells. The plants and animals or the tissues observed can be 
classified, referring to the presence or absence of the visible structure 
of the nucleus, into the following two groups. 

a) With the nucleus showing no visible structure except for 
a nucleolus or nucleoli which are generally visible.^) Solanum lyco- 
'persicum (hairs of the leaf), Primula malacoides (do.), Pharbitis 
Nil (do.), Elodea densa (epidermis of the leaf), Vida faba (guard 
cells of open or closed stomata), Dahlia variabilis (do.), Tradescantia 
virginica (do.), Zebrina pendula (do.), and Rhoeo discolor (do.). 

1) In certain plants small chromocenters are also visible. 
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b) With the nucleus, showing a structure more or less clearly 
visible. Cucurbita pepo var. Toonas (hairs of the leaf), Gynura 
aurantiaea (do.), Elodea densa (epidermis of the leaf), Vallisneria 
asiatiea, (do.), Hydrilla verticillata (do.), Allium, cepa (inner epi- 
dermis of a scale of the bulb), Tradescantia. reflexa (staminate hairs, 
epidermis of the young petals), T. virginica (hairs of the leaf, guard 
cells of half-open stomata), Ceratopteris thalictroides (guard cells of 
half -open stomata), Vicia, faba (do.). Dahlia variabilis (do.), Sagit- 
taria sinensis (do.), Zebrina pendula (do.), Rhoeo discolor (do.), 
and Triturus pyrrhogaster (intestinal epithelium) . 

In the experiments reported below these two kinds of nuclei 
mentioned above, the giant nuclei in the salivary gland of the larvae 
of CMronomus dorsalis and Drosophila virilis, and the first spermato- 
cyte nuclei in Tryxalis nasuta were employed as material. 

Experiments and Results 

When intact nuclei belonging to one or the other of the groups 
given above are put in a hyper- or a hypotonic medium such as the 
solution of saccharose, glucose, urea, NaCl, KNOs or CaCla in dif- 
ferent concentration, or Ringer’s balanced solution in different dilu- 
tions, they undergo a marked change in visibility of the structure. A 
structure may become visible or disappear. These changes are re- 
versible. That the changes are caused chiefly by the hydration or 
the dehydration^' of the nuclear elements is evident from the fact^' 
that with a hypertonic medium 1) increase in the refractive index 
of the nucleus, 2) decrease in the nuclear volume, 3) stoppage of the 
Brownian movement and the streaming in the cytoplasm, and 4) 
occurrence of the plasmolysis (in the case of plant cells) are observed, 
while with a hypotonic medium the reverse changes take place. Thus 
it can be learned from the above that the homogeneity or the hetero- 
geneity in appearance of the nuclear structure is chiefly due to the 
hydration grade of the nuclear elements. By the hydration and 
dehydration experiments the living nuclei can be classified into the 
following four types. 

1) The terms “hydration” and “dehydration” are not used here in the 
strict colloid-chemical sense. They merely mean the “Wasseraufnahme” and 
“Wasserabnahme” respectively, each of which is accompanied with an increase 
or decrease in volume. 

2) The special action of a neutral salt on the karyoplasm which has been 
studied by Stkugger (1930), Yamaha and Ishii (1932), and Shigenaga (verbal 
information, briefly published in the paper by Kuwada, 1932) is neglesible in 
this case, because such an action is to be observed only in the case where the 
semipermeability is lost at least to a certain extent (cf. Strohmeyer, 193B). 
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Type !♦ The nucleus which belongs to this type exhibits no 
visible structure in its healthy condition. When it is observed in 
an isotonic solution (Fig. 1)^^ it appears to be quite hyaline except 
for a nucleolus or nucleoli which are visible in the medium of liquid 
paraffin also. When it is dehydrated with a hypertonic solution, it 
comes to show a remarkable shrinkage which brings it into a com- 
pletely homogeneous mass with no visible nucleoli (Fig. 2), while 
it shows little change in structure when treated with a hypotonic 
solution. The nucleus in this dehydrated state recovers its original 
swollen appearance, when transferred into the isotonic medium, with- 
out showing any heterogeneity during the process of swelling (Fig. 
3) . For the sake of convenience, this type of nucleus is designated 
here as the homogeneous nucleus I. Examples are found in the 
following plants: Elodea densa, Solanum lycopersicum, PriTnula 
malacoides and Pharbitis Nil in the tissues given above in brackets. 

Type 2* In this type the healthy, intact nucleus is quite similar 
in its external appearance to the nucleus of the first type, any hetero-^ 
geneity being not perceptible (Fig. 4) generally except for the nucleoli 
which are visible, but the use of a hypertonic solution can reveal the 
difference between the two types. While in Type 1 the nucleus shows 
no structure when put in a hypertonic solution, it shows chromo- 
nemata in the second type with more or less distinctness (Fig. 5). 
By the immersion in. a more highly hypertonic solution, however, the 
chromonemata become obscure again, the nucleus becoming smaller 
and highly refractive, as shown in Fig. 6. We call the nucleus of 
this second type the homogeneous nucleus II, and the homogeneous 
nucleus which is obtainable by the dehydration of the nucleus of the 
second type or the homogeneous nucleus II we call the homogeneous 
nucleus III.^> Examples in which the homogeneous nucleus II is 
found : Elodea densa,^^ Vicia faba (guard cells of closed stomata) , 
Tradescantia virginiea {do.) , Zebrina pendula (do.), Dahlia varia^ 
bilis (do.) Sind Rhoeo discolor (do.). 




1) When definite concentrations of the plasmolysing agents are used, the 
nucleus and the cytoplasm show similar appearances to those presented by them 
when liquid paraffin is used as medium. These concentrations are taken as 
being isotonic in the present investigation. 

2 ) The result we obtained in Elodea densa is quite in accord with that 
obtained by Strohmeyer (1936) in the same plant, though the author has made 
no account of the nuclei belonging to Types 1 and 3 in this plant. 

Recently Doyle and Metz (1935) have reported that the nucleus in 
the salivary gland of Sciara is optically homogeneous (the chromocenter ex- 
cepted which is visible) in the isotonic Ringer^s solution and heterogeneous in 
the hypertonic Ringer^s. This result suggests that the nucleus in the salivary 
gland of this animal belongs probably to our Type 2 , 

3) In the tissue already given above. 
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It is of course hardly possible to draw a sharp line between 
Type 1 and Type 2. An intermediate type was observed incidentally 
in which the nucleus showed a cloudy or somewhat heterogeneous 
appearance in hypertonic solutions instead of the distinct image of 
chromonemata. 

Type 3. In this third type the nucleus presents a heterogeneous 
appearance more or less distinctly in the normal condition as shown 
in Figs. 7 and 10. We call this type of the nucleus the heterogeneous 
nucleus (Type 3). In this type the results from the treatment with 
hypotonic solution are, as a rule, different in plant and animal cells 
(except the guard cells of stomata of some plants) owing to the fact 
that in the former the cell wall pressure prevents sufficient penetra- 
tion of water into the cells to cause the disappearance of the nuclear 
structure, 

a) In the plant cells, the nuclear structure disappears under 
the action of hypertonic solutions, and a remarkable shrinkage of 
the nucleus occurs at the same time (the homogeneous nucleus III, 
Fig. 8),^^ while it suffers, at most, only a little change in hypotonic 
solutions (Fig. 9). Examples: Ceratopteris thalictroides, Sagittaria 
sinensis, Gynnrw aurantiaca, Elodea densa, Hydrilla verticillata, 
Vallisneria asiatica, Allium cepa, Tradescantia refiexa and T, virginica 
(hairs of the leaf). 

In the epidermis of Elodea densa and in the guard cells of closed 
stomata of Vida faba, Tradescantia virginica, Zehrina pendula and 
some other plants, it is frequently observed that the nucleus exhibits 
a granular or mottled appearance more or less distinctly. In such 
nuclei the chromonemata are found not infrequently to be clearly 
visible when dehydrated. These nuclei may be regarded as an inter- 
mediate type between Types 2 and 3. 

It must be noted here also that the nuclei which belong to Types 
1, 2 and 3 are found even in a single leaf, for example, in the leaf 
of Elodea densa. In Fig. 1, the nuclei a and h belong to Type 1 and 
d to Type 3 (Type 2 is not shown in this figure). 

b) In the animal cells and the guard cells of half-open stomata 
the nuclear structure becomes invisible by both hyper- and hypotonic 
solutions in contrast with the case a (Figs. 11 and 12). In the 
hypertonic solution, however, the nuclei considerably shrink (the 
homogeneous nucleus III), while in the hypotonic solution they swell 
(the homogeneous nucleus II). In Figs. 10-12, such nuclei of the 

1) The disappearance of the nuclear structure by hypertonic solutions 
has been reported by some authors such as Wapa, 1935, Strohmeyeb, 1935, 
P^TERPi and Kojima, 1936, Nakamura (verbal information), and others. 
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guard cells of a half-open stoma in Tradescantia virginica are 
exemplified in osmotically different solutions. In the case shown in 
Fig. 10 the stoma is put in the isotonic glucose solution, and the 
chromonemata are visible distinctly throughout the nucleus (the 
heterogeneous nucleus, Type 3) ; In the case of Fig. 11 it is put in 
a hypertonic glucose solution (the homogeneous nucleus III) , and 
they are indistinct. The nuclei in the latter figure closely resemble 
in appearance those of fully-open stomata (compare Fig. 11 with 
Fig. 14) . When these nuclei are brought back to a hypotonic solu- 
tion, the chromonemata become visible again for a short time but 
soon disappear (the homogeneous nucleus II), while the nuclei of the 
subsidiary cells and those of the other epidermal cells show, in the 
same treatment, distinct chromonemata which never disappear in 
the ultimate result (case a, Fig. 12) . Examples of this guard cell 
nuclear type : Viciw faba (guard cells of half-open stomata) , DaJilia 
variabilis (do.) , Tradescantia virginica (do.) , Zebrina pendula, (do.), 
Rhoeo discolor (do.), Triturus pyrrhog aster, Tryxalis nasuta, Chiro- 
nomus dorsalis and Drosophila virilis. 

The salivary gland chromosomes in the Chironomus larvae show 
the same behaviour towards the hydration and dehydration as that 
displayed by the chromonemata of the resting nucleus of Type 3, b. 
These chromosomes are always found confined in the nucleus with 
one or two nucleoli. They are of the banded structure as are those 
observed in some other diptera larvae. The bands which are visible 
in the medium of liquid paraffin or the body fluid are of different 
thickness and are positive to Feulgen’s stain (cf. Yasui, 1935) . In a 
concentrated Ringer’s solution, the nuclei shrink and become homo- 
geneous, both chromosomes and nucleoli being no longer visible. In 
a diluted Ringer’s, on the contrary, the nuclei swell, markedly. The 
peripheral part of the nucleolus swells as well, and it becomes evi- 
dent . that in this peripheral region there are a number of minute 
particles of a somewhat angular shape. When this part of the 
nucleolus becomes enormously swollen, the particles appear to be 
set free and dispersed throughout the karyolymph. In this state, 
they generally display an active Brownian movement. The chromo- 
somes also swell and become increased in volume, the outline being 
rendered more and more indistinct. In this stage of swelling, we 
can see only some small number of chromatic bands within the ter- 
ritory of the swollen chromosome. During the process of swelling 
some thick bands undergo a remarkable change in structure. They 
look as if they consisted of rows of minute, globular granules which 


454 


N. Shinkb 


Cytolcgia, Fujii jub. vol. 





are probably chromatic.^' The general aspect of the bands now 
reminds us of pieces of pearl necklace arranged side by side. The 
chromatic granules show, not infrequently, a weak vibration move- 
ment In Fig 13, the pearl necklace structure of a chromatic band is 
shown (marked with an arrow) . The further hydration taking place 
renders even these chromatic granules invisible, it being soon followed 
by the complete disappearance of the nucleolus or nucleoli. In this 
stage of swelling, the nucleus appears to be of a completely homo- 
geneous structure except for a certain number of minute particles 
being visible frequently, particles which are derived from the peri- 
pheral part of the nucleolus. The ground substance of the nucleus is 
now fluid in its consistency as indicated by the active Brownian move- 
ment of these particles suspended in it. When these nuclei are 
gradually dehydrated with the isotonic Ringer’s solution, the nucleolus 
and the chromosomes reappear. An especially interesting and im- 
portant phenomenon in this reversible change is that the chromatic 
bands which have disappeared in the hypotonic solution generally re- 
appear in the original positions in the chromosomes. This fact leads 
us to the conclusion that in the swollen chromosomes the chromatic 
substance has not been dispersed far beyond its territory even in 
the case where the nucleus appears to be an optically homogeneous 
fluid structure. 

Type 4. The nucleus belonging to this type is found often in the 
guard cells of fully-open stomata of Vida, faba,, Tradesccmtia vir- 
ginica, ZebrinOr pendula, and RhoBO discoloT. As has been reported 
by Weber (1927) , the nucleus in a fully-open stoma is highly refrac- 
tive and often shows an uneven contour (Fig. 14). The chromo- 
nemata are obscurely visible in a liquid paraffin medium (the homo- 
geneous nucleus III) . They become distinct in a hypotonic solution, 
but in a hypertonic solution no change is exhibited (Fig. 15) . In the 
former solution, they are again rendered obscure by a prolonged im- 
mersion.^* The nucleus is finally of a homogeneous structure, but 
now appear to be less light refractive than before the experiment. 
It resembles very much in appearance that found in a closed stoma 
(the homogeneous nucleus II — ^Fig. 16) . It may be concluded, there- 
fore, that the homogeneity of the nucleus in this fourth type is only 

1) In the salivary gland nucleus of Sciara, Doyle and Metz (1935) and 
Metz (1936) have reported that the granular structure of the chromatic band 
is visible only in degeneration or shrinkage Of the nucleus. According to t e 
result we obtained these chromatic granules are observed at a certain period 
during the process of swelling of the chromosomes or shrinkage of swollen 

chromosomes. , , , i. .1 

2) This change in structure of the guard cell nucleus has been observea 
also by Mr. Imamura in the open stomata in Zebrina pendula immersed in 
water (verbal information). 
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of an apparent nature due to the lack of sufficient difference in re- 
fractive index between the chromonemata and karyolymph to make 
them distinct enough. In the nucleus of Type 2, too, the same is the 
case. But the difference between these two types 2 and 4 is found 
in this that in the former, the lack of difference in the refractive 
index is due to the hydration of the chromonemata, while in the latter 
it is due to the dehydration, especially that of the karyolymph.^) 

The guard cell nucleus in the open stoma frequently shows the 
chromonemata with a certain distinctness in the medium of liquid 
paraffin. In the hypotonic solutions, the chromonemata become more 
clearly visible. This nucleus may be regarded as of an intermediate 
type between Types 3 and 4. 

The descriptions given above are based on the results obtained 
by observation made with the bright field illumination. In the dark- 
field illumination with the cardioid condenser, the homogeneous 
nucleus is, as a rule, hardly bright except for the nuclear membrane 
and the contour of the nucleolus, and the nucleus showing distinct 
chromonemata in it in the ordinary illumination appears to be filled 
with a larger number of minute bright granules (cf. Kuwada and 
Nakamura, 1934, b), though the intensely bright cell wall and cell 
inclusions often preclude observers from the critical observation of 
the nuclear structure. 

It must be also noted here that the interphasic nucleus differs 
from the resting nucleus in no point of importance so far as the hydra- 
tion and dehydration experiments are concerned. 

In connection with the results of experiments given above some 
few lines may be added about the changes in the structure of the guard 
cell nuclei which take place in association with the stomatal move- 
ment. In his study of the stomata in Vida faba, Weber (1927) has 
found that in the stomatal movement a “Sol-Gel-Umwandelung” takes 
place in the guard cell nuclei. This phenomenon is very interesting 
from the view point that the nuclear appearance may change in a 
close association with the change in the physiological functions of 
the cell. In connection with the present investigation the pheno- 
menon was re-observed in Vida faba, and the result was confirmed 
further in Tradescantia virginica, Zebrina pendula and Rhoeo dis- 
color. In these plants, the nuclei of the guard cells are shrunken and 
highly light-refractive in the fully open state of the stomata, but in 
the closed state, they are swollen and transparent. In both open and 
closed states it is rather of general occurrence that a distinct struc- 

1)_ The case reported by Kamnev (1934) of the nuclei of the intestinal 
epithelium (amphibia) seems to belong to our Type 4, because these nuclei show 
a distinct structure when treated with a hypotonic solution. 
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ture or often even any structure is hardly visible in the nuclei. As T 

has been already described above, the characteristic feature of the 
nucleus, observed in the open stomata can be obtained by applying 
a hypertonic solution to the nuclei in closed stomata and that observed | 

in the closed stomata by immersing open stomata in a hypotonic solu- 
tiond> During these transferring changes from one appearance to 
the other the nuclei exhibit as a transitory occurrence a distinct 
chromonema structure which is exhibited in the natural condition 
in the half -open stomata. According to Weber, the nucleus is in 
a gel state in the open stomata, while it is in a sol state in the closed 
stomata. He is of the opinion that the changes in the nuclear ap- j 

pearance (“Sol-Gel-Umwandelung”) occuring associated with the ] 

stomatal movement is due to the change in the H-ion concentration 
in the guard cells. Sayre (1926), Scarth (1927) and Pekarek 
(1934) show, on the other hand, that the guard cell sap is more 
alkaline when the stomata are open than when closed. In fact, in 
closed stomata ammonia causes the nuclear structure to be visible. j 

This is, however, not a direct effect of ammonia, but is considered to 
be of the result of dehydration of the nuclear substance caused by the 
swelling of cell sap colloid due to the action of ammonia (cf . Scarth, 

1927). We are at present led to the conclusion that as shown by 
the results of the experiments we obtained with hyper- and hypotonic 
sugar solutions, the change in appearance of the nucleus is due j 

to the hydration or the dehydration of the nuclear substance. The ■ 

well known fact that the osmotic value of the guard cells of open 
stomata is much higher than that of the cells of closed stomata is in j 

favour of this conclusion (cf. Iljin, 1915, Wiggans, 1921). In the j 

open stomata the nucleus will lose its water, as the surrounding cyto- s 

plasm has a higher osmotic value than that of the nucleus, but in j 

the closed stomata, the osmotic relation between the nucleus and j 

cytoplasm being reversed, the nucleus will absorb a considerable i 

amount of water from the cytoplasm, thus the nuclear substance , 

is dehydrated in the former and hydrated in the latter. 

The disappearance of the nucleolus in the guard cell which 
Weber (1925) has observed in open stomata in Dahlia seems to re- 
present the case of the nucleolus in the leaf epidermis in Elodea or 
the nucleolus in the closed stoma in Dahlia variabilis, where it dis- 
appears or becomes indistinct when put in a hypertonic solution. 

Finally the result of experiments we obtained with heteropycnotic 
bodies may briefly be given below. While in the majority of cases 

the heterogeneous nucleus (Type 3) appears to be of a uniform chro- ) 

I 

^ - - , , ■ . i 

■ 1 

1) In the latter change, probably, catatonosis plays a role. J 
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monema structure, in some other cases such as in Triturus pyrrho- 
gaster (intestinal epithelium), Cucufbita pepo var. Toonas (hairs of 
the leaf) , Nuphar japonicum var. crenatum (epidermis of the leaf) 
and Rhoeo discolor (do.), the nucleus shows one or several large 
chromatic lumps in the living state which may be identified with 
those structures known as the net-knots or the chromocenters. They 
differ from the nucleolus in this that they are positive to Feulgen’s 
nucleal staining to which the latter is negative (cf. Heitz, 1932, 
Kamnev, 1934) . While in plants they disappear only in hypertonic 
solutions, and not in hypotonic solutions owing to a limited penetra- 
tion of water caused by the cell wall pressure, in animal cells they 
can disappear in both hyper- and hypotonic solutions. The behaviour 
of these lumps towards the hyper- and hypotonic solutions shows, 
therefore, a marked resemblance to that of the chromonemata in the 
resting nucleus (in plants and animals) and that of the giant chromo- 
somes in the salivary gland nucleus of Chironotmis. It seems, thus, 
highly probable that these chromatic lumps, or the net-knots or the 
chroraocenters, represent the heteropycnotic parts of chromosomes, 
or the whole of such chromosom.es, or masses or aggregates of these. 
In order to prove this view experimentally, an artificial unravelling 
of these chromatic lumps was attempted (cf. Kuwada and Nakamura, 
1934, a) . The nuclei of Triturus and Nuphar were treated for several 
minutes with a 0.5 N. solution of NH 4 CI, instead of the ammonia 
vapour originally used by Kuwada and Nakamura or KCN with 
which OuRA (1936) has also obtained successful results, and were 
then stained with acetocarmine. The chromatic lumps were unravelled 
to so great an extent that we could no longer recognize the large 
chromatic lumps but only small remnant granules (compare Fig. 17 
with Fig. 18). From this result of experiments it seems now clear 
that the chromatic lumps which are identifiable with the net-knots 
or the chromocenters are the structures representing the heteropyc- 
notic chromosome parts or wholes, or aggregates of these bodies 
(“Sammelchromozentren”), whichever they may be, those remaining 
not unravelled in the telophase, or those secondarily brought to the 
compact state again. The view of Heitz (1929 and 1932) and Kuhn 
(1929), that the chromocenters are certain portions of chromosomes 
which are in the condensed state even in the resting nucleus, is in 
accord with the results of the experiments mentioned above. 

Conclusion 

In respect to the colloidal state of the resting nucleus in which 
the distinct structure is hardly perceptible in its healthy condition, 
we have two conflicting opinions. While Strugger (1930), Gray 
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(1981) and some other authors are inclined to the view that such 
a nucleus is in the homogeneous sol state, that is, the state in 
which the chromatin particles disperse homogeneously in the karyo- 
lymph. Martens (1927), Sakamura (1927), N^mec (1929), Fujii 
(1931), Kuwada and Nakamura (1934, b), Morita (1935), Zeiger 
(1935), Strohmbyer (1935), Kuwada (1936) and others have advo- 
cated the view that the optical homogeneity of the nucleus is merely 
a seeming one, the reticulate or the chromonema structure being main- 
tained without undergoing any fundamental change. The main 
ground on which the former view is based is the less viscous con- 
sistency of the nuclear substance which is concluded from the results 
of micro-dissection experiments (Chamber, 1924) , or indicated by 
the Brownian movement of the suspended particles (Lepeschkin, 
1925, Strugger, 1930) or the movement of the nucleolus, taking place 
in the nuclear substance (Gray, 1931, Linsbauer, 1932). But the 
result of the experiments with hypo- and hypertonic solutions show- 
ing that in the salivary gland chromosomes oi Chironomus the chro- 
matic bands of the chromosome can retain their original positions in 
the chromosome even in the case where the nucleus is brought to a 
quite homogeneous, and fluid condition as indicated by the Brownian 
movement taking place, favours the view that the low viscosity of 
the nuclear substance does not necessarily mean the true homogeneity 
of the nuclear colloid. Moreover, the results we obtained, (1) that 
the homogeneous nucleus II (Type 2) and the homogeneous nucleus 
III (Type 4) are rendered heterogeneous merely by dehydration and 
hydration respectively, (2) that the heterogeneous nucleus (Type 3) 
is transferred into the homogeneous nucleus II (Type 2) by hydra- 
tion and into the homogeneous nucleus III (Type 4) by dehydration, 
(3) that these changes are quite reversible, and (4) that the nucleus 
of the guard cells of stomata undergoes marked changes in associa- 
tion with the osmotic changes in the cells, lead us to the conclusion 
that the homogeneity of the nuclei, whichever the type may be, the 
homogeneous nucleus II or the homogeneous nucleus III, is only an 
apparent one due to the refractive index of the chromonemata being 
so close to that of the karyolymph as to render them invisible. In 
the present investigation no case has been found where the homo- 
geneity of the nucleus implies no state other than the homogeneous 
sol. The homogeneous nucleus I (Type 1), which, contrary to the 
homogeneous nucleus II (Type 2) , presents no distinct structure dur- 
ing the course of the dehydration, may be regarded as one being in 
such a homogeneous sol state. But we have observed in Elodea, that 
both the homogeneous nucleus I and the homogeneous nucleus II, 
and also the heterogeneous nuclei (Type 3) are found all together 
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in a single leaf even in company with a number of the nuclei which 
may be regarded as representing the intermediate type between Type 
1 and Type 2. From this fact it seems unlikely that the difference 
between the homogeneous nucleus I (Type 1) and the homogeneous 
nucleus II (Type 2) is of a fundamental nature, but it seems that 
it is rather a question of degree. In both cases, the chromonemata 
must be hydrated at least to such an extent that little difference in 
refractive index is shown between them and the karyolymph. But 
the hydration degree may be different between the two cases, so that 
in the case of the homogeneous nucleus I, the chromonemata and 
the karyolymph are dehydrated with equal ease, and therefore, no 
marked difference in refractive index is produced between them, 
hence no structure is presented during the course of the dehydration, 
while in the homogeneous nucleus II, the chromonemata lose water 
more easily on dehydration than the karyolymph, and therefore, the 
chromonemata become more light refractive than the karyolymph, 
hence a heterogeneous structure becomes visible. The difference in 
the ease of dehydration may thus be regarded as that which dis- 
tinguishes the two nuclei, and no fundamental structural difference 
seems to exist between them. 

The tentative conclusion which we can draw from the results of 
the present investigation may be briefly stated as follows : 

The essential components of the resting or metabolic nucleus are 
the chromonemata and the karyolymph. When the chromonemata 
are evenly hydrated throughout the whole length, the nucleus may 
be apparently homogeneous (the homogeneous nucleus I and the 
homogeneous nucleus II), but if all other short segments or portions 
remain less hydrated so as to present the pearl necklace structure 
throughout the whole length of the chromonemata, the whole nucleus 
will appear to be of a granular structure. If in the resting stage, 
certain parts of chromonemata or the whole of them are in a com- 
pactly coiled state, or several such chromonemata (chromosomes) 
come together to form a large compact mass, they may be regarded 
as the net-knots or chromocenters of various sizes. The distinct 
chromonemata are visible only when they are in a more dehydrated 
state evenly throughout the whole length than the karyolymph (the 
heterogeneous nucleus. Type 3) . If the nuclear dehydration is more 
pronounced in degree, the nuclear structure is rendered again obscure, 
owing to the fact that the refractive index of the karyolymph ap- 
proaches that of the chromonemata (the homogeneous nucleus III) . 

In no fundamental point does the so-called interphasic nucleus 
differ from the resting or metabolic nucleus, and the conclusion is 
the same for the former as for the latter. 
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Summary 

1) The treatments of various plant and animal cell nuclei with 
hypo- and hypertonic solutions show that the healthy or intact nuclei 
can be classified into four types according to the behaviour of the 
morphological components of the nucleus towards hydration or de- 
hydration. In all these nuclei the essential components are the chro- 
monemata which assume a loosely winding form giving the reticulate 
appearance to the general view of the nucleus or a compactly coiled 
form appearing as the net-knots or chromocenters, and the karyo- 
lymph. The optical homogeneity of the intact nuclei is due to the 

lack of difference in the refractive index between the two components, !' 

the chromonemata and the karyolymph. 

2) The salivary gland nuclei of the Chironomus larvae are found 1 

to belong to Type 3 of dur classification. When they are observed in 

the medium of liquid paraffin, several giant chromosomes which are | 

of a banded structure are observed. When treated with a hypotonic | 

solution, the chromosomes swell markedly and the chromatic bands 
are transformed into a necklace structure or rows of granules which 
disappear by further hydration. When these swollen nuclei are de- 
hydrated, the chromatic bands reappear in the original positions in 
the chromosomes. 1 

3 ) The hydration and dehydration experiments made with the 

guard cell nuclei of stomata in several plants show that these nuclei | 

undergo marked changes in appearance responding to the osmotic i 

pressures of the solutions applied. The same changes can be observed 
also in the natural state in close connection with the functional 
changes taking place in the guard cells. | 

4 ) The net-knots or the chromocenters which in some plants 

and animals are observable in the living nucleus can be experimentally ! 

transformed into a loose mass of uncoiled chromonemata. They may, » 

therefore, be regarded as representing the parts of chromosomes in ' 

heteropycnosis or complete chromosomes in the same condition, or 4 

aggregates of these, in all of which the chromonemata remain more j 

or less tightly coiled, instead of being in the loosely and irregularly | 

coiled state. j 

! 

It is a great pleasure to the writer to take this opportunity of j 

expressing his sincere gratitude to Prof. Y. Kuwada under whose j 

kind guidance and direction the present investigation was carried out. : 
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Explanation of Plates 
Plate 16 

All the photomicrographs were taken with a Leitz^s Makam using a Leitz 

homog. imm. obj. 1/12 and a Leitz periplan oc. 8. 

Figs. 1, 2 and 3. The same piece of young leaf epidermis of Elodea densa (the nuclei, 
Typel). 

Pig. 1. Mounted with spring water. Photo, at 7.23 p.m. Nuclei a and b are of the 
structure of the homogeneous nucleus 1, and is a heterogeneous nucleus 
(Type 3). In c, a mitotic figure in metaphase is shown. 

Pig, 2. In the medium of 0.5 mol sucrose solution in place of the spring water. 

Photo, at 7.30 p.m. Chromosomes and all the nuclear components are 
invisible. 

Fig. 3. With the medium replaced again with spring water. Photo, at 7,40 p.m. 
The original appearance of the nuclei and the chromosomes are recovered. 

Figs. 4, 5 and 6. The same closed stoma in leaf epidermis of Tradescantia virginica 
(the nuclei, Type 2), 

Fig. 4. In the medium of 0.2 mol sucrose solution. Photo, at 10.48 a.m. Nuclei of 
the guard cells are hardly recognizable (the homogeneous nuclei II). 

Pig. 5. In 0.8 mol sucrose solution. Photo, at 11.01 a.m. Chromonemata are visible 
in the nuclei (the heterogeneous nuclei). 

Fig. 6. In 1.6 mol sucrose solution. Photo, at 11.32 a.m. The nuclei shrink and 
present no distinct structure (the homogeneous nuclei III). 

Pigs. 7, 8 and 9. The same piece of young petal epidermis ot Tradescantia reflexa 
(the nuclei, Type III, a). 

Fig. 7. In 0.06 N. NaCl solution. Photo, at 9.40 a.m. Chromonemata are very 
distinct (the heterogeneous nuclei). 

Fig. 8. In 0.5 N. NaCl solution. Photo at 9.65 a.m. The nuclei decrease in volume 
and increase in refractive index accompanied by disappearance of chromo- 
nemata (the homogeneous nuclei III). 

Fig. 9. In di-distiiled water. Photo, at 10.15 a.m The original apperance of the 
nuclei is recovered (the heterogeneous nuclei). 

Plate 17 

Figs. 10, 11 and 12. The same halLopen stoma of Tradescantia virginica (the nuclei. 
Type III, 6). 

Fig. 10. In 0.4 mol glucose solution. Photo, at 10.00 a.m. Chromonemata in the guard 
cell nuclei are very distinct (the heterogeneous nucleus). 
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In 0.8 mol glucose solution, photo, at 10.05 a.m. The nuclei shrink and 
exhibit no distinct chromonemata (the homogeneous nuclei III). 

In di-distill ed water, photo, at 10.35 a.m. The nuclei swell. The chromo- 
nemata are not visible. They were visible for a short time before photo- 
graphing. 

A salivary gland cell nucleus of Chironomus dorsalis observed in a diluted 
Ringer's solution (containing ca. 0.33% NaCl). The arrow indicates chro- 
matic granules in linear arrangement in the swollen chromosome. 

Figs. 14, 16 and 16. The same fully-open stoma of Vida f aba (the nuclei, Type 4). 
Fig. 14. In 0,5 mol solution of glucose. Photo, at 2.10 p.m. Guard cell nuclei show no 
visible structure (the homogeneous nucleus III). 

Fig. 15. In di-distilled water. Photo, at 2.15 p.m. The chromonemata are distinct 
(the heterogeneous nucleus). 

Fig. 16. In the same medium. Photo, at 2.23 p.m. The nuclei are nearly homoge- 
neous (the homogeneous nucleus II). 

Figs. 17 and 18. Nuclei of intestinal epithelium of Triturus 'pyrrhogaster. 

Fig. 17. From an ordinary acetocarmine preparation. Large netknots are shown. 
Fig. 18. Stained with acetocarmine after treatment with 0.5 mol solution of NH4C1 
for five mimutes. Large net-knots are no longer visible. 
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An Experimental Study of the Abnormal Nuclear and 
Cell Divisions in Living Cells 


By 

Michio Shigenaga 

Botanical Institute, Kyoto Imperial University 



Abnormal nuclear and cell divisions have been studied by many 
workers in bastards and cancer tissues, and also experimentally in 
plants and animals by treating the tissues with certain narcotics, 
hypertonic or hypotonic solutions, or high or low temperatures, or 
exposing to the x-rays or radium rays. The results obtained have 
been summarized by Tischler (1922), Politzer (1934) and Kuster 
(1935). While almost all these investigations have been carried out 
with fixed material, some have been made with material in the fresh 
or living state. Mainx (1924) has observed abnormal divisions 
caused by the action of quinine, strychnine, caffeine, nicotine, etc. 
in the living mouth epithelium of Scdama/ndra maculosa, and in the 
staminate hairs of Tradescantia pilosa. Becker (1933) has reported 
an occurrence of the abnormal division in the vital staining of stami- 
nate hair cells of Tradescantia virginica with methylene blue and 
neutral red, and has also observed the influence of ether on nuclear 
division. Belar (1929) has studied the action of hypertonic sugar 
solutions on nuclear division in the young petal cells of Tradescantia 
virginica, and recently Wada (1936) has also published his investiga- 
tion on the action of the same solutions on the staminate hair cells 
in Tradescantia reflexa. The latter author (Wada, 1932, 1935) has 
also reported the abnormal nuclear division caused by sticking the 
cells with a micro-needle. Strohmeyer (1935) has studied the ac- 
tions of chloral hydrate and a hypertonic solution of KNO 3 on nuclear 
division in the young leaf and the leaf hair cells in Tradescantia 
virginica. In the animal tissue culture, Rosenpeld (1932, 1933) has 
studied the effect of ammonia and ether on mitosis, and M. R. Lewis 
(1934) has observed the effect of hypotonic solutions, the observa- 
tion being made in both living and flxed materials. 

In the present experimental investigation, the effects of certain 
narcotics and hypertonic solutions upon mitosis were observed in liv- 
ing material in order to see what is the direct cause of rendering the 
mitosis abnormal. 

Material and Method 

As material, detached entire young petals of Tradescantia reflexa 
were used. In this material many nuclear divisions in various stages 
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were found, and the figures in desired stages could be easily obtained. 
There was in this material another advantage that mechanical injuries 
were avoided in preparing the material. The observations were made 
in the usual manner under the cover glass, but with a precaution of 
getting rid of the influence of the pressure given by the cover glass 
by inserting small pieces of a cover glass between the slide glass and 
the cover. In this method of preparation, it was also found convenient 
to replace one medium with another without doing harm to the 
material. 

The chemicals used in the present investigation were all taken 
from Merk’s or Kahlbaum's preparations. 

In the preliminary experiments, entire flower buds removed from 
sepals were immersed for different periods of time in the different 
solutions in vessels which were specially devised to prevent the 
buds from floating, and also to enable the material to be washed 
directly in the vessels with running water. In this method, the effects 
to be shown in the progress of the nuclear division can not be followed, 
but the end results can be compared with those obtained by the 
observation under the microscope. 

Observation 

Preliminary experiments* In order to see in what concentration 
and in how long treatment, narcotics can give rise to an abnormal 
mitosis in the Tradescantia petal cells, preliminary experiments were 
made with the immersing method described above. Flower buds 
were treated with solutions of 0.5% and 0.25% nicotine, 1%, 0.6% 
and 0.3% chloral hydrate, and 0.5 mol, 0.4 mol, and 0.3 mol sugar^b 
and a 1% ethyl alcohol for different periods of time, and the treat-* 
ments for an hour or a longer period with 0.25% nicotine, 0.3% 
chloral hydrate, and 0.4 mol and 0.5 mol sugar solutions were found 
to be suitable to obtain abnormal nuclear divisions. The end results 
obtained were the formation of di-diploid giant nuclei, bi-nucleate 
cells, incompletely divided cells or bi-nucleate cells with an incom- 
plete septum, and four nucleate cells. 

Experiments with chloral hydrate* Observations were made 
under the microscope. The material was treated with 0.25%, 0.3%, 
0.4% and 1% solutions. In all these treatments the end results were 
the same, the di-diploid nuclei, the bi-nucleate cells, and the bi-nucleate 
cells with new septa incompletely formed having been found. 

In the treated cells, vacuolization was a characteristic feature 
of the cytoplasm. In the resting stage and the prophase, the vacuoli- 

1) In all the experiments saccharose was used. 
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zation was accompanied by a diminished volume of the nucleus, a 
clear presentation of the nuclear structure, and an increased degree 
of light refractivity. In the metaphase, the spindle area was smaller 
than that found in the normal mitosis, though such was not always 
the case. When it was nearly of the normal size, the metaphase 
usually proceeded normally. In the anaphase the connecting spindle 
was so thin and long that it represented a thread stretching out be- 
tween the two chromosome groups. As examples, detailed descrip- 
tions from some of the experiments will be given below. 

The photomicrographs shown in fig. 1, PI. 18 are reproductions 
of those taken in the experiment made with a 0.3% solution. The 
experiment was commenced at 10.30 a.m. In the upper cell of the 
two middle ones in the figure, the mitosis was at metaphase, when 
the first observation was made. At 11.00 a.m. the spindle area was 
somewhat smaller than in the normal case (fig. la) . The metaphase 
proceeded to anaphase (fig. lb: 11.30 a.m.), but the spindle was con- 
tracted, and the two groups of the daughter chromosomes were soon 
brought together into one (fig. Ic: at noon) which presented an 
appearance of a nucleus in the late prophase (cf. Strohmeyek, 1935) . 
At this stage the medium was replaced with a 0.2 mol sugar solu- 
tion. The chromosome group diminished still more in volume, but 
the signs of chromosome unravelling were soon shown (fig. Id: 
1.00 p.m.). With an attainment of a greater dilution of the medium, 
however, the process of reconstruction or the chromosome unravelling 
proceeded by and by, being accompanied with an increase in volume, 
and finally a giant di-diploid resting nucleus was formed (fig. le: 
3.30 p.m.). 

In the same preparation, a bi-nucleate cell with an incomplete 
cell membrane (the lower cell in fig. 1) was formed. In this case, 
the mitosis proceeded rather normally to anaphase and telophase 
(figs. 1, a and b), showing the formation of a rudimentary cell plate, 
but the phragmoplast was not able to grow wider on both sides to- 
ward the periphery of the cell, so that a complete cell plate was not 
formed. After the medium was replaced with the 0.2 mol sugar solu- 
tion, the daughter nuclei with unravelled chromosomes approached 
each other and came into contact, the incompletely formed cell plate 
being not clearly visible (fig. Id). The two nuclei finally were seen 
to be in a complete resting stage, and the incomplete cell membrane 
became clearly visible again (fig. le) . 

Another case of the bi-nucleate cell was observed in the same 
preparation^. In this case, too, the nuclear division was normal up 

1) This case is not shown in fig. 1, PI. 18, 
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to the anaphase, and the cell was found to be normal except for the 
vacuolization occurring in the cytoplasm, but at the telophase the 
phragmoplast was very thin and long and light refractive just as that 
shown in fig. 2a, though much shorter than that shown in the figure. 
The thready phragmoplast was then torn and the two sister groups 
of chromosomes were disconnected. When the medium was replaced 
with the 0.2 mol sugar solution, the chromosomes began to unravel 
and came to the resting stage. The two nuclei were in contact with 
each other. In certain similar cases, such nuclei were so close to 
each other that they represented a di-diploid nucleus of the shape of 
a dumb-bell which was strongly compressed along its long axis, as 
shown by Wada (1932) and Strohmeyer (1935) in the experiments 
they carried out. In some other cases, however, the nuclei were 
observed to separate from each other again after coming together, 
and in no case were the two nuclei observed completely fused up, so 
far as our experiments are concerned. 

When the experiment was commenced at the late prophase or 
early metaphase, the diminution of spindle area by contraction was 
stronger than when commenced at the metaphase proper, so that the 
metaphasic chromosome group was rounded up. It appeared like a 
prophasic nucleus in the late stage. No clear anaphase figure was 
presented in this case (cf. fig. Ic), and with the process as described 
above, a di-diploid nucleus was formed when the medium was re- 
placed with a hypotonic solution or water. 

When the experiments were commenced at the anaphase and the 
early telophase, chromosomes migrated normally to the poles, but 
the formation of the cell plate was not quite normal, only a rudiment 
having been observable. When the chromosome unravelling pro- 
ceeded through the replacement of the medium with the 0.2 mol sugar 
solution, the two daughter nuclei approached each other to come in 
contact, but without fusing, and a bi-nucleate cell was formed, the 
rudiment of the septum having completely disappeared. The same 
case has been reported by Wada (1936). 

Besides such abnormal mitoses as mentioned above, there were 
also found mitotic figures which proceeded normally, if the medium 
was replaced with a hypotonic solution by which the spindle is 
hydrated. Even in these cases of the normal mitosis the replace- 
ment of the medium was a necessary requirement for the further 
progress of mitosis, i.e. the telophasic reconstruction. 

It has been often reported that the prophasic nucleus shows a 
regression towards the resting stage during observation. In the 
present observation, only some were found to show it when the 
medium was replaced with water. 
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In all the experiments given above the replacement of the medium 
with the 0.2 mol sugar solution was made. When in the early ana- 
phase no such replacement was made, the chromosome groups dimi- 
nished continually in volume, finally resulting in a highly refractive, 
homogeneous di-diploid chromosome mass of a smaller size (figs. 6, 
a-d) . In the case of no replacement being made, a vacuole or vacuoli 
may be found in the chromosome mass as illustrated in fig. 6d. In 
the case where a bi-nucleate cell was formed, too, non-replacement 
of the medium resulted in a gradual diminishing in volume of the two 
nuclei which had shown the appearance of the normal resting nucleus^) 
and the final result was the formation of two homogeneous, light 
refractive nuclear masses. The resting nucleus, too, became smaller, 
and highly light refractive in the aifecting medium. 

The chromosome unravelling can be realized by the replacement 
of the affecting medium with water also, more rapidly than in the 
case when the medium was replaced with the 0.2 mol sugar solution. 
Some idea about the time relation between the two cases may be 
aquired from the examples given in the following table. In all the 
cases shown in the table, the original medium used was OAfc chloral 
hydrate. 


Medium re- 
placed with 

Obs. corn'd, 
in metaphase 
at 

St. cor’g. to 
Pig. Ic (u) at 

Medium re- 
placed at 

St. cor’g. to 
Fig. Id (u) at 

St. cor’g. to 
Pig. le (u) at 

0.2 mol sugar 
solution 

10.50 a.m. 

11.10 a.m. 

12.00 

1.40 p.m. 

6.00 p.m. 

water 

2.30 p.m. 

3.00 p.m. 

4.16 p.m. 

5.15 p.m. 

6.00 p.m. 


in metaphase 
at 

to Fig. 6b at 


to Pig. 6c at 

to Fig, 6d at 

no 

replacement 

11.20 a.m. 

3.00 p.m. 

! 

7.00 p.m. 

10.00 p.m. 


Abbreviations: Obs. corn’d. = Observation commenced; St. cor’g.=Stage corresponding ; (u) “Upper cell. 

Putting briefly what we mentioned above, we may say that the 
chromosomes treated with chloral hydrate can be unravelled in any 
stage in mitosis at which the mitotic process is suspended under the 
action of the chemical, by the replacement of the medium with a 
hypotonic sugar solution or water. It must be noted here, however, 
that in some cases no unravelling takes place, so that the chromo- 
some groups may form homogeneous masses, as in the case where 
the replacement of the medium is not made. 

1) This telophasic unravelling in the affecting medium seems to be due to 
the fact that the artificial dehydrating action is temporarily overcome by the 
natural hydration tendency of the telophasic chromosomes, though a continuous 
action of artificial dehydration can bring them into homogeneous masses as in 
the case of the di-diploid chromosome mass derived from early anaphase by 
continuous dehydration. 
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Experiments with nicotine and caffeine. A 0.26% nicotine and 
a 0.25% caffeine solution affected the nuclear division in the same 
manner as chloral hydrate, with the production of bi-nucleate cells 
and di-diploid giant nuclei as end-results. That means, therefore, 
the nuclear division may take place or may not, while the cell mem- 
brane formation is suppressed in either case. 

In the case of the 0.25% nicotine, a dislocation of nuclei due 
to the abnormal vacuolization in the cytoplasm was often observed. 
Sometimes the vacuolization caused also a rotation by 90° of the 
system of the two sister nuclei between which no septum was formed 
as a result of the influence of the solution. When the vacuoles grew 
larger, the nuclei diminished in volume and became highly refrac- 
tive. In certain cases, the vacuolization was found occurring in the 
equatorial region. In such cases, the two nuclei which were highly 
light refractive and even appeared as homogeneous masses were found 
held against the cell walls on opposite sides. 

The most interesting phenomenon observed in this nicotine ex- 
periment was the relationship existing between the cell membrane 
formation and the water content in the kinoplasm. The early ana- 
phasic chromosomes proceeded to telophase, but the connecting spindle 
(phragmoplast) was found stretching between the two nuclei as a 
very thin, light refractive, thready body (fig. 2a). The final result 
was the formation of the bi-nucleate cell, the membrane formation 
having been entirely suppressed (fig. 2b) . But when the medium 
was replaced with water, the thin, thready phragmoplast swelled, and 
the cell plate was formed, the division proceeding normally (fig. 3 ) . 
Even when a rudimentary cell plate was noticeable at the telophase, 
it soon disappeared under the continued action of nicotine, and a bi- 
nucleate cell was formed. 

In the case of the 0.25% caffeine where bi-nucleate cells and di- 
diploid giant nuclei were also formed through the same processes as 
in the cases of chloral hydrate and nicotine, the metaphasic( ?) chro- 
mosome group could unravel to form a resting nucleus, even when 
the solution was not replaced with water or the hypotonic sugar solu- 
tion (figs. 5, a-c). Putting it in other words, the dehydration did 
not take place so severely in this case of caffeine as to have inhibited 
the chromosome unravelling. In this solution, too, the resting nucleus 
also showed a diminution in volume, but in a lesser degree than in the 
other solutions. The di-diploid giant nucleus produced may be of a 
dumb-bell shape, the anaphasic separation of sister chromosomes be- 
ing incomplete (figs. 4, a-c) . It remains undetermined, at present, 
whether such a nucleus is ultimately transformed into a round shape 
or not. 
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In the experiments with caffeine, the unravelling of prophasic 
chromosomes was easily observable, provided the medium was re- 
placed with water or the hypotonic sugar solution. 

Experiments with other narcotics. By the treatment with alcohol 
and chloroform the bi-nucleate cells were also produced as in the cases 
mentioned above. In our experiments, however, a di-diploid giant 
nucleus could not be obtained. This negative result seems to be due 
to wrong time durations taken for the treatment, or wrong concentra- 
tions of the chemicals used. When the material was treated with 
7.5% alcohol, bi-nucleate cells were produced, even when a rudi- 
mentary cell plate was visible in a late stage of mitosis. The process 
of formation of the bi-nucleate cell is illustrated in fig. 7 (a-d) . 
Chloroform was used in the four times dilution of the saturated water 
solution, or a dilution which corresponds approximately to 0.2%. 
This solution caused a high degree of vacuolization in the cytoplasm. 
Under the action of this solution bi-nucleate cells were also formed 
as illustrated in fig. 8 (a-d) . 

By the treatment with 1%, 2% and 2.5% ether, the nuclear divi- 
sion proceeded normally, and no abnormal division was found, if the 
medium was replaced after about half an hour’s immersion in ether, 
although the cytoplasm was found vacuolated in a high degree as in 
the case of chloroform. Nathansohn (1900) and Rosenfeld (193.3) 
have, on the other hand, obtained abnormal nuclear divisions with 
ether. The reason why ether did not cause an abnormal division in 
the present experiment is left for a future investigation. 

Experiments with sugar solutions. The results of the experi- 
ments mentioned above are regarded as showing that the abnormal 
nuclear division and the chromosome unravelling are caused simply 
by a change in water relation, the change being in its result dehydra- 
tion in the former and hydration in the latter^). To confirm this 
view, experiments were made with hypertonic and hypotonic sugar 
solutions. 

While in a 0.1 mol and a 0.15 mol sugar solution and in water, 
metaphasic as well as late prophasic chromosomes were found to 
divide normally, the chromosomes in the middle or early prophase 
were liable to be unravelled and to present the appearance of the 
resting stage, though in other cases, they were divided through the 
normal process of mitosis, it being accompanied with the normal cell 
division. The tendency of the prophasic unravelling was stronger, 
when the solution used was more dilute. In 0.2 mol and 0.25 mol 

1) The terms, hydration and dehydration, are used here and in other places 
in this paper loosely to denote the changes in water-content above and below 
the normal. 
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solutions, the nuclear division proceeded generally though the whole 
normal course from the very early prophase to the resting stage. In 
these cases, the telophasic reconstruction or the chromosome unravell- 
ing took place more easily and more quickly when the solution was 
more dilute, and the division process from metaphase to the resting 
stage took a longer time when the solution was more concentrated. 

When a 0.3 mol sugar solution was used, the metaphase or the 
late prophase proceeded normally to the early telophase, but the 
telophasic reconstruction or the chromosome unravelling was sus- 
pended (text-fig. 1). In this telophase the individual chromosomes 




Text-fig. 1. Camera drawings, a-f, in 0.3 mol sugar solution; g-h, after replace- 
ment of the medium with water. 


could be observed. When the medium was replaced with water, the 
chromosome unravelling soon occurred, and the normal cell division 
took place generally. Schematical sketches reproduced in text-fig. 1 
show the successive stages in the sugar solution (text-fig. 1, a-f), and 
the telophasic reconstruction taking place after the replacement of 
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the medium with water (text-fig. 1, g and h) . In the case here 
illustrated, the replacement of the medium did not result in the suffi- 
cient swelling of the connecting spindle (phragmoplast), and only the 
incomplete cell membrane was formed. When the nucleus in an earlier 
prophase was treated with the 0.3 mol solution, the result was the 
same as in the cases of the late prophase and metaphase. When the 
nucleus in late prophase was treated with a 0.4 mol solution, the 
mitosis was suspended nearly at the metaphase, and did not proceed 
further unless the medium was replaced with water. Only in the 
replaced medium, it could proceed to telophase and the chromosomes 
underwent the unravelling to form a nucleus with the normal ap- 
pearance. When the nucleus in metaphase was treated with the same 
solution, the mitosis stopped, and only at the replacement of the 
medium with water, it proceeded to telophase and the unravelling 
took place. In a prolonged treatment with the 0.4 mol solution, how- 
ever, the replacement with water did not result in the progress of 
the mitotic process toward the telophase, but in a direct chromo- 
some unravelling in the suspended condition as we have seen in the 
cases of narcotics, and therefore, it resulted in the formation of a 
di-diploid nucleus. When the treatment was made in the anaphase 
the mitosis proceeded to telophase, but it remained without showing 
any sign of the chromosome unravelling. In the cases of the treat- 
ment with the 0.4 mol solution mentioned above, the chromosomes 
were found in a highly dehydrated state before the replacement with 
water, and individual chromosomes could not be distinguished from 
one another, the whole group or groups of chromosomes being nearly 
a homogeneous mass or masses, a clear contrast to the case when the 
0.3 mol sugar solution was used. When in either case, treated with 
the 0.3 mol or the 0.4 mol solution, the medium was replaced with 
water before the mitosis had proceeded to metaphase, the chromo- 
somes were unravelled and the prophasic nucleus appeared to be a 
resting nucleus. This phenomenon in the prophase has been observed 
by Strohmeyer (1935), Becker (1933) and Wada (1932). It may 
take place at any stage in the prophase as stated by Wada. 

The time interval between the replacement of the medium with 
water and the beginning of the unravelling varies. In the case of 
the 0.3 mol sugar solution, the unravelling took place immediately 
after the medium was replaced, when the immersion was made for 
about one hour ; and it took place about half an hour or more after 
the replacement of the medium, when the immersion was made for 
about 20 minutes. In this concentration of the solution the mitosis 


proceeded during this interval of time, and the unravelling was 
observed to take place at telophase. In the case of a more con- 
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centrated solution or of a more prolonged treatment the mitosis 
may be arrested at metaphase as mentioned above. 

While these experiments were in progress, the paper of Wada 
(1936) appeared, in which he has reported the formation of the bi- 
nucleate cells and di-diploid nuclei by the successive treatment with 
a 50% and a 2% sugar solution. In our experiments the bi-nucleate 
cells were easily obtained with 0.4 mol and also 0.5 mol solution, 
but the case of the di-diploid nucleus was observed only in one case 
(with 0.4 mol solution). 

In the case of the 0.3 mol solution used, the abnormal nuclear 
division resulting in the formation of the di-diploid nucleus was not 
observed as already mentioned above, and also no case of the com- 
pletely bi-nucleate cell was found. Even when the phragmoplast did 
not grow so wide as to extend to the periphery of the cell, an incom- 
plete cell membrane was formed. In the case when the 0.4 mol solu- 
tion was used, the normal formation of cell membrane took place in 
some cases, and not in others, resulting in the production of the bi- 
nucleate cell. No occurrence of the incompletely bi-nucleate cell was 
observed in this case, but it seems that it may occur. Non formation 
of the di-diploid nuclei and bi-nucleate cells, or more generally 
speaking, non occurrence of the abnormal division seems to be deter- 
mined by two factors (1) the concentration of the affecting solution 
and (2) the duration of time of treatment, which both may co-operate 
in causing the abnormal divisions. 

The results we obtained by successive treatments of cells with 
hyper- and hypotonic sugar solutions are quite in accordance with 
our conclusion from the results of experiments with narcotics that 
the abnormal nuclear division and chromosome unravelling are de- 
termined by a change in water relation. 

In the normal division, too, the chromosome unravelling in the 
telophase must be connected with the hydration phenomenon as in- 
dicated by the increase in volume. An increase in volume seems to 
take place also in the early prophase nucleus. 

Conclusion 

The conclusions which B^LA^ (1929) came to in his experiments, 
that in the cells “in die noch kein Zucker eingedrungen isf', the dis- 
junctive movements of the chromosomes in all stages between the 
metaphase and the late anaphase and their regressive changes in the 
telophase are suspended, and that “ist soviel Zucker eingedrungen 
dafi die Lichtbrechungsverhaltnisse des Protoplasmas wieder einiger- 
massen normal ist, so werden die Spindeln riickgebildet und die 


474 


M. Shigenaga 


Cytologia, Pujii jub. voL 



i 


Chromosomenaggregate wandeln sich in Ruhekerne urn”, agree with 
the results we obtained in the present investigation. We may, per- 
haps, conclude that the decrease in amount of water plays a main 
role in causing abnormal nuclear and cell divisions. The nucleus 
treated with the chemical agents which cause the abnormal divisions 
decreases in volume and is rendered highly refractive. The spindle 
also shows the same characteristic features when treated with these 
agents. These characteristics are observed also in the experiments 
with hypertonic sugar solutions. They must show that the nuclear 
or the spindle substance is highly dehydrated, and this dehydration 
is regarded as the main cause of producing the di-diploid giant nucleus 
or the bi-nucleate cell. If the dividing cells or nuclei so treated are 
not recovered from the abnormal dehydration, both nuclear and cell 
divisions will stop, the nuclei becoming a mere mass of highly light 
refractive and homogeneous structure. To continue the further 
processes of division, especially to accomplish the process of the so- 
called telophasic reconstruction or the chromosome unravelling and 
that of the cell membrane formation, it is necessary that they should 
he supplied again with a sufficient amount of water. 

The necessity of water for the chromosome unravelling is readily 
seen from the fact that the telophasic chromosomes show no accom- 
plished unravelling in the hypertonic solutions, but only when the 
medium is replaced with a hypotonic solution or water. FUJII and 
Yasui (1934) have observed that the chromosomes unravel in the 
hypotonic solution as observable in the case of the transformation 
toward the resting nucleus, and Becker (1933) that the telophasic 
reconstruction is suppressed by methylene blue which acts according 
to him as a strongly dehydrating agent. In the case of the treatment 
with caffeine, the di-diploid and bi-nucleate cells are formed without 
replacement of the medium with water or hypotonic solutions. It 
seems that in this case of caffeine the unravelling taking place with- 
out having replacement of the affecting medium is due to a low degree 
of dehydration. 

The easiness of the vital unravelling of chromosomes by the 
artificial supply of water seems to depend upon the dehydration degree 
of the chromosomes themselves. The lower it is, the easier the un- 
ravelling takes place. If the dehydration of the cell is not too strong, 
the process of mitosis can proceed further on, with or without having 
the replacement of the medium with water or a hypotonic solution 
according to the degree, of the dehydration. In such a case, the 
artificial unravelling does not take place in the metaphase and ana- 
phase, but most frequently in the telophase, because the mitosis pro- 
ceeds before the unravelling. If, however, the dehydration is suffi- 
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ciently strong, the artificial unravelling by the replacement of the 
medium takes place in the condition in which the mitosis is sus- 
pended. Meanwhile no further progress takes place in the stage of 
mitosis. In these cases, the chromosomes show the highly dehydrated 
characteristics. 

Even when the hypotonic solution or water is used as medium, 
if it is directly or alone used, the unravelling does not usually take 
place within the time during which the combined treatment with 
hypertonic and hypotonic solutions can realize the unravelling^ ^ In 
our experiments, it is shown that in the prophasic nucleus, when the 
cell is slightly plasmolized by a hypertonic sugar solution, a replace- 
ment of the medium with a hypotonic solution or water' can give rise 
to the unravelling easily and quickly, and that the easiness of un- 
ravelling depends on the time during which the cell is treated with 
the hypertonic solution. The reason why such a treatment makes it 
easy to unravel chromosomes is not clear, but it seems not improbable 
that the realization of the chromosome unravelling is largely due to 
the injury of the semipermeable plasm membrane which may be 
brought about by plasmolysis. The case observed by Wada (1932) 
in which after drying the cell, a prophasic chromosome unravelling 
took place in the medium of a hypotonic sugar solution may also be 
regarded as a result of sufficient supply of water due to the injury 
of the semipermeable membrane caused by the drying. 

The necessity of water for the formation of the cell membrane 
is shown by the fact that it is inhibited by the dehydration of the 
connecting spindle or phragmoplast. In the dehydrated state, even 
when a rudimentary cell plate is visible, it disappears and a bi- 
nucleate cell results. When the medium is replaced with water at 
an appropriate time, the spindle or phragmoplast swells and the new 
membrane is formed. When the kinoplasmic body is dehydrated in 
a certain limitted degree, the cell membrane may be formed, but not 
fully. These facts must show that the cell membrane formation is 
also closely connected with water content in the kinoplasmic body. 
According to Becker (1933) the cell membrane can be formed even 
in the cell whose nucleus is in the prophase stage, but we met with 
no such a case. 

The formation of the di-diploid giant nucleus and the bi-nucleate 
cell has been studied under the microscope by several authors, Mainx 
using narcotics, Wada a hypertonic sugar solution or micro-dissec- 
tion needles, Strohmeyer a hypertonic KNO 3 solution, and Rosen- 


1) In prophase a prolonged treatment with a hypotonic solution or water 
alone often causes the unravelling. 
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FELD ether as the agent causing the abnormal divisions. In his ex- 
periments Rosenfbld states; “The clumped chromosomes of meta- 
phase may remain aggregated and swell in situ to form a single 
nucleus”. This statement implies that a nucleus is formed by the 
hydration of the clumped chromosomes in metaphase as we have seen 
in our experiments. He further says ; “In the vicinity of a dividing 
cell under study there frequently appear cells with gelated nuclei”. 
It implies that the clumped chromosomes in metaphase may be in 
a dehydrated state as are the nuclei found in the vicinity of these 
chromosomes, a statement which is again in accord with the result 
we obtained. Strohmeyer has also observed an increase in light 
refractivity of the resting nucleus and in the grade of the “Ent- 
quellung” of the chromosomes under the influence of chloral hydrate. 
The case of Wada (1936) where he obtained di-diploid nuclei and 
bi-nucleate cells by the successive treatments with a 50% and a 2% 
sugar solution is quite in accord with the case of the experiments we 
carried out. It seems that the formation of the di-diploid nucleus 
or the bi-nucleate cell is closely related with the dehydration and 
hydration phenomena in the spindle and the nucleus. 

Many workers such as Mainx (1924), Strohmeyer (1935), 
Wada (1936) Rosenfeld (1932, 1933) and others have demonstrated 
the fusion of the two nuclei in a bi-nucleate cell, but in the present in- 
vestigation, the complete fusion of the two nuclei was in no case 
observed. 

A production of the dumb-bell shaped nuclei or bi-nucleate cells 
by a mere use of a hypotonic solution (Lewis; Shiwago) or ammonia 
(Mainx; Rosenfeld) has been reported. In these cases the results 
have been observed in fixed material, and the figures obtained seem 
to be rather comparable with those obtainable directly from anaphasic 
chromosomes by artificial unravelling with ammonia vapour, follow- 
ed by staining with aceto-carmine (Kuwada and Nakamura), than 
with those produced experimentally or naturally by suppression of 
the septum membrane formation. According to Rosenfeld ammonia 
stops the process of nuclear division. 

In conclusion we may say: When in mitosis the normal condi- 
tion in water content of the protoplasm is disturbed by dehydration, 
the division may stop. In the case of the artificial treatment no 
chromosome unravelling takes place unless the normal condition of 
the protoplasm is restored by a sufficient supply of water. By the 
dehydration of the kinoplasm the chromosome movement toward the 
poles is suspended or the membrane formation is suppressed, so that 
a water supply which follows the dehydration results in the forma- 
tion of the di-diploid nucleus or the bi-nucleate cell. 
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Summary 

1) The di-diploid nucleus, the bi-nucleate cell, and, the bi- 
nucleate cell with an incomplete septum membrane are produced 
under the action of chloral hydrate, nicotine, caffeine and hypertonic 
sugar solutions by the succeeding treatment with a hypotonic solu- 
tion or water. 

2) Under the action of ethyl alcohol and chloroform, bi- 
nucleate cells are also produced with the same after-treatment. 

3) The abnormal nuclear and cell divisions resulting in the 
production of these abnormal nuclei and cells are brought about by 
dehydration of the kinoplasm (spindle or phragmoplast) followed 
by hydration of the chromosomes. 

4) The dehydration of the kinoplasm gives rise to inhibition 
of the chromosome migration movement and that of the cell membrane 
formation. 

5) In hypertonic sugar solutions, telophasic chromosomes are 
not unravelled, the unravelling is only possible when a dehydration 
is followed by the treatment of the material with a hypotonic solution 
or water. 

6) The division process from metaphase to telophase is more 
delayed, when the sugar solution used is more concentrated. In a 
high concentration the division is suspended, and the chromosome un- 
ravelling can take place in the suspended condition when a hypotonic 
solution or water is applied. The suspension of the division is not 
observed at anaphase. 

7) In hypotonic sugar solutions, prophasic chromosomes may 
be unravelled and the nucleus comes to have the appearance . of a 
resting nucleus. In plasmolized cells, the prophasic chromosomes are 
unravelled more easily and quickly, provided the medium is replaced 
with a hypotonic sugar solution or water. ' 

I am greatful to Prof. Y. Kuwada for his kind advice and criti- 
cism throughout this investigation. 
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Explanation of Plates 

All the figures are photomicrographs taken with Zeiss’ oil immersion 1/12 and 

Zeiss’ comp. oc. 8. 

Plate 18 

Fig. 1. a-c. Showing formation of a di-diploid nucleus (upper) and an incompletely 
bi-nucleate cell (lower) under the action of 0.3% chloral hydrate, d and e. 
After replacement with 0.2 mol sugar solution. 

Fig. 2. a-b. Showing bi-nucleate cell formation in 0.26% nicotine solution, b. After 
replacement with water. In a, the phragmoplast is contracted into thready 
form. 

Fig. 3. Showing septum formation that follows the swelling of the dehydrated 
phragmoplast in the, medium of 0.25% nicotine solution after replacing it 
with water. The phragmoplast was of a thready form like that shown in Fig. 
2a before the replacement of the medium. 

Fig. 4. a-c. S owing formation of a dumb-bell shaped di-diploid nucleus under the 
action of 0.25% caffeine, b and c. After replacement with 0.1 mol sugar 
solution. 

Fig. 5. a-c. Showing formation of a di-diploid nucleus under the action of 0.25% 
caffeine without replacement of the medium. 

Plate 19 

Fig. 6. a-d. Showing formation of a homogeneous, light refractive, small di-diploid 
chromosome mass under the action of 0.4% chloral hydrate without replace- 
ment of the medium. 

Fig. 7. a-d. Showing formation of a bi-nucleate cell under the action of ethyl alcohol, 
b-d. After replacement with water. 

Fig. 8, a-b. The same under the action of chloroform, b-d. Afte replacement with 
water. 
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liber die Einwirkung von Neutronen auf das Wachstum 
von Gewebekulturen 

Von 

Albert Fischer 

Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen 

Die im folgenden mitgeteilten Versuche sollten iiber die Ein- 
wirkung von Neutronen auf das Wachstum in Gewebekulturen 
orientieren. Bis zum Beginn dieser Versuchsserie war nichts iiber die 
Einwirkung von Neutronen auf biologische Objekte bekannt. 
Wahrend dieser Untersuchung erschienen Arbeiten von J. H. Law- 
rence und E. 0. Lawrence^) und R. E. Zirkle und P. C. Aebersold,^^ 
die die Einwirkung von Neutronen, die allerdings hier unter ganz 
anderen Bedingungen und durch auBerordentlich gro6e Energie- 
quellen gewonnen wurden, auf Ratten untersuchten. 

Uns schien die Einwirkung von Neutronen gerade auf Gewebe- 
kulturen interessant, weil diese Objekte auf die Einwirkung anderer 
kleinster Masseteilclien sehr ausgiebig reagieren und uns ein Ver- 
gleich etwa mit der Einwirkung von a, ^ oder y Strahlen wiinschens- 
wert erschien. Wir wollen gleich vorwegnehmen, da6 im Gegensatz zu 
den erwahnten starken Wirkungen geringer Mengen dieser Strahlen, 
unter den von uns gewahlten Bedingungen keinerlei Reaktion der 
Gewebekulturen auf die Einwirkung von Neutronen zu verzeichnen 
war. 

Versuchsobjekte waren Reinkulturen von Herzfibroblasten und 
Chondrioblasten. Die Kulturen wurden geteilt. Die eine Halfte 
wurde als Kontrolle verwendet, die andere HMfte wurde der Ein- 
wirkung der Neutronen ausgesetzt. Die Exposition der Kulturen 
begann unmittelbar nach dem Einsetzen in das Kulturmedium, bevor 
noch irgend ein Zeichen beginnenden Wachstums zu bemerken war. 
Die Expositionsdauer betrug bis zu 72 Stunden. Die Flachenaus- 
breitung der Kulturen wurde in der ublichen Weise alle 24 Stunden 
planimetrisch gemessen. 

Versuchsanordnung: Als Neutronenquelle diente ein Messing- 
behMter (M), der etwa 5g Berylliumpulver enthielt. An dem Mes- 
singbehalter wurde eine etwa 2 cm lange Kupferrohre (R) von 1 mm 
lichter Weite angebracht. In diese Bohrung wurde eine Glaskapillare, 
die Radiumemanation enthielt, eingeschoben. Dann wurde diese 
Rohre oben zugelotet und durch das Umbiegen derselben die Kapillare 
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zerbrochen. Dadurch wurde der Zutritt der Emanation zum Beryl- 
lium ermbglicht und damit die Neutronenemission in Gang gesetzt. 
Um uns davon zu uberzeugen, dafi die Neutronenemission in der von 
uns gewiinschten Weise vor sich ging, d.h. also, dab die Kapillare 
mit der Emanation auch wirklich zerbrochen und der Messing- 
behalter fiir die Emanation undurchlassig war, wurde der Exposition 
der Kulturen eine physikalische Messung der Neutronenemission 
vorausgeschickt. Diese Messung verdanken wir der Liebenswiirdig- 
keit der Herren vom BOHRschen Institut. Der Berylliumbehalter war 
durch eine Bleisaule (B) von den Kulturen getrennt. Dies hatte den 
Zweck, die Kulturen vor den gleichzeitig entstehenden y Strahlen, 
die das Blei nicht durchdringen konnen, zu schiitzen und sie nur der 

Einwirkung der Neutronen 
auszusetzen. Die Lange 
dieser Bleisaule betrug am 
Anfang 25 cm und wurde 
bis auf 1 cm verringert. 
Diesen letzten Zustand 
haben wir in der neben- 
stehenden Figur festgehal- 
ten. Der eigentliche Kul- 
turbehalter bestand aus 
einer Bleidoppelkammer 
(BD), deren ein Teil (Tt) 
mit Kadmiumblech (K) 
von % mm Starke umgeben 
war. Diese Kammer diente 
zur Aufnahme der Kon- 
trollkulturen, da die Neu- 
tronen diese Kadmiumaus- 
kleidung nicht durchdringen konnen. Als weitere Kontrolle wurden 
immer Kulturen in denselben Brutschrank in einen besonderen, weit 
von der Neutronenquelle entfernten Kadmiumbehalter gestellt, der 
innen mit einer i/g cm starken Bleischicht ausgekleidet war. Die in 
der Figur skizzierte Anordnung wurde mit einer dicken Paraffin- 
schichte vollkommen umgeben. Dadurch wurde erreicht, daS die 
Kulturen nicht nur den schnellen Neutronen, die direkt der Quelle 
entstammten, ausgesetzt waren, sondern einem dichten, sekundar 
aus dem Paraffin emittierten Neutronennebel. Die Starke der Emana- 
tion, die fiir die Versuche verwendet wurde, variierte von 82 bis 143 
Millicurie. 

Die Ergebnisse waren durchaus eindeutig, indem keinerlei 
Wirkung nachzuweisen war. Ein Vergleich dieses Ergebnisses mit 
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den Eesultaten der genannten Autoren ist wohl kaum zulassig, da ja 
auch vergleichbare Messungen der Energiemenge und Energievertei- 
lung, die fiir die biologische Wirkung mafigebend sind, nicht vorliegen. 
In unserer Versuchsanordnung konnte weder die Zunahme der Starke 
der Neutronenquelle, noch die Annaherung derselben an die Kulturen 
einen Enter schied zwischen dem Wachstum der Kontroll- und Ver- 
suchskulturen bewirken. Gerade von diesen Ergebnissen, die wir 
in zahlreichen Versuehsreihen gewonnen haben und durch die der 
strikte Gegensatz zwischen der Neutronenwirkung und der Wirkung 
von a, ^ und y Strahlen auf die Kulturen unter denselben experi- 
mentellen Bedingungen demonstriert wird, leiten wir eine Berechti- 
gung zur Mitteilung dieses an und fiir sich negativen Ergebnisses ab. 
Eine weitere Berechtigung seheint durch die neuartige experimentelle 
Technik bei derartigen Versuchen gegeben. 

Bei dieser Gelegenheit mochte ich Herrn Prof. Dr. E. BUCH- 
Andersen (Physik. Inst, der Univ., Aarhus) fiir seine Anregungen 
und Hilfsbereitschaft danken. 

Die Ausfiihrung dieser Arbeit wurde durch den danischen 
Landesverein zur Krebsbekampfung unterstiitzt. 
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Double Refraction of tbe Chromosomes in Paraffin Sections 

By 

Takeshi Nakamura 

Botanical Institute, Kyoto Imperial University 

In the previous paper (Kuwada and Nakamura, 1934), the re- 
sults of observation on the double refraction of the chromosomes in 
both somatic and meiotic divisions in Tradescantia reflexa, obtained 
from smear preparations have been reported. The present paper is 
to report that the paraffin method can serve as well for the same 
purpose of observation. 

Material and Method 

The wall tissue of the anther in Tradesca/ntia reflexa, Fritillaria 
japonica and Narcissus tazetta, root-tips in Vida faba and Fritillaria 
japonica, and pollen mother cells in Fritillaria japonica and Narcissus 
tazetta were employed as material. 

The materials were fixed mostly with absolute alcohol alone. 
Using acetic acid vapour before fixation was also tried. The result 
was found good, the fixation image being quite useful, if it was used 
for an appropriately short time. But in prolonged use, the double 
refraction was no longer recognizable! According to Schmidt 
(1932a), alcohol preserves or intensifies the optical anisotropy of 
the chromatin in the living cell, or can even make an isotropic chro- 
matin in the living state of the cell anisotropic. It is, however, 
generally not a good fixative for plant cytological work. Absolute 
alcohol causes the specimens to shrink to a considerable extent, and 
therefore, 96%, 75%, 50%, and 30% alcohols were also used on trial, 
and the results obtained were compared with that obtained with 
absolute alcohol. The comparison showed that the 75%) alcohol was 
somewhat superior to absolute alcohol, but inferior for the study of 
the double refraction, except for the case of the wall tissue of the 
anther and the pollen mother cells. Tests were also made with various 
kinds of fixatives such as Flemming's strong solution without acetic 
acid, Merkel's, Nawaschin's, Bouin's, Licent's, Zenker's, Tellyes- 
nitzky's, Carnoy's, corrosive sublimate (cone, sol.),^^ and some of 

1) In smear preparations the nucleus and chromosomes fixed with cor- 
rosive sublimate were doubly refractive in diametrical opposition to the state- 
ment of Schmidt (1928), that when a concentrated solution of corrosive sublimate 
is added abundantly, the double refraction is immediately abolished. But on 
addition of alcohol the double refraction disappeared, and accordingly they 
showed no double refraction in parafin sections. 
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these fixatives in combination, to see if there was any that is ap- | j 

propriate for the study of double refraction, but none of them was ? 

found useful. According to Schmidt (1932a), Flemming’s solution 
causes the chromatin to cease to be doubly refractive, and an addi- 
tion of acetic acid results in an almost immediate cessation of the { 

double refraction. The latter fact has been observed later also by j 

us (Kuwada and Nakamura, 1934). Pattei (1932) has stated , J 

that Zenker’s, Flemming’s and other solutions preserve the inner , ' 

structure of the sperm head fairly well, but that they destroy its 
optical anisotropy. Thus the conclusion to which we came was that 

the double refraction is most clearly shown in the material fixed with ;; j 

absolute alcohol, and that 75% alcohol is fairly good for this purpose t 

only in the case of pollen mother cells and the wall tissue of the \ 

anther. : 

During the course of the present investigation, it was found that 
the cells containing a great number of doubly refractive bodies such \ 

as starch grains were not suitable for the investigation of the optical ; 

anisotropy of the nuclei and chromosomes. i 

The effect of boiling water on the double refraction of chromo- 
somes and nuclei was also examined. For this purpose only root-tips ^ 

were used as material. They were fixed with absolute alcohol after : ; 

being treated with boiling water for 60 seconds. ■ 5 

The fixed materials mentioned above were imbedded in paraffin J 

with the usual method. They were cut 5 ^ or 10 y thick. Relatively f 

thin se(^tions were found satisfactory for the observation of details ; ? 

rather than thicker ones owing to the fact that in the latter there ^ i 

is a great tendency of the optical character of the chromosomes being 3 i 

rendered obscure by the more pronounced anisotropy of the cell ; i 

membrane. 3 I 

%i , ^ ■ ■ ' ' i 

As the residue of paraffin in the preparations makes it difficult ' 

to determine, as pointed out by Schmidt (1932e), the double refrac- ' j 

tion of a material, special attention was paid to the removal of the !: 

paraffin residue. The sections were put for two days in xylen, which ; ’ i 

was kept warm in the paraffin oven during the treatment. They , I 

were then transferred into another bottle containing fresh warmed ! ( 

xylen, the mounting with cedar oil then following. 3 

In both observation and photomicrographing a Monla lamp of 
Leitz was used for the source of light. i'i • 1 

1) The pretreatment with Caenoy’s mixture for about half a minute be- i ii | 

fore fixation with absolute alcohol or the chrom-acetic acid mixture gave at i ll I 

times the result in which a very weak double refraction was shown. \t i 
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Observation 

The resting nucleus. According to SCHMiDT (1928, 1932a, 1934) 
and Pattei (1932) the double refraction of the sperm head manifests 
itself in a different manner, depending on the form of the head, 
rounded or elongated. It is strong in the latter form, and very weak 
or hardly perceptible in the former. In his studies of the spermio- 
genesis in LiogryUus campestris, Viviparus viviparus, and Bomhi- 
Tiator igneus, Pattei has obtained the result that while the spermatid 
nucleus in the early stage where it is of a spherical form and in a 
swollen state shows no double refraction, the mature and elongated, 
contracted sperm head exhibits a clear double refraction of the 
maximum intensity. Somewhat similarly, in the wall tissue of the 
anther of Fritillaria and Tradescantia the elongated nuclei are strik- 
ingly doubly refractive (Fig. 1 a, b), while those of the spherical 
shape show only a very feeble double refraction. The polarization 
colour between crossed nicols is greyish white I.O. in the case of the 
strong birefringence. According to Schmidt (1934) the polarization 
colour of the sperm is not beyond the limit of greyish white. 

There is found no definite relation between the size of the 
nucleus and the intensity of the double refraction, so far as the pre- 
sent investigation is concerned. This must show that the intensity 
of the double refraction of the nucleus is not determined by the thick- 
ness of the nucleus. On the other hand, the fact that the nuclei 
elongated by dehydration are generally strongly doubly refractive 
seems to show that the intensity depends on the degree of shrinkage 
of the chromatin material due to dehydration. 

In most cases the birefringent nuclei show, roughly speaking, a 
homogeneous and straight extinction between crossed nicols, but 
sometimes the extinction is not homogeneous, and such cases are 
rather of a general occurrence when the nucleus is spherical. It is 
probably due to irregular orientation of the sinuous chromonemata 
in the nucleus. Pattei (1932) has observed such a non-homogenity 
in extinction in the case of the sperm head in a certain animal. This 
seems to represent the same case as that of the plant nuclei in which 
the extinction is not homogeneous. In the case where the nuclei are 
of a rounded shape, therefore, it is difficult to see to what extent the 
distribution of the chromonemata is irregular, but we have certain 
experimental data which may throw some light on the question. 

In paraffin sections the nuclei shrink uniformly in all directions, 
becoming smaller in size as a whole, so that the original shapes, 
elongated or rounded, are preserved. The nuclei of the staminate 
hair cells in Tradescantia, reflexa, mounted with absolute alcohol are 
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similarly preserved with their original spherical shape. They show 
a feeble but distinct double refraction at every orientation of the 
nuclei between crossed nicols, but the polarization colours which 
ought to be visible on insertion of the selenite plate E.I. are not 
recognizably clear. If, however, the nuclei so treated are brought to 
a desiccated condition by evaporation, followed by mounting with 
cedar oil, they assume an elongated form with the long axis parallel 
to the hair and come to show clearly the negative double refraction 
colours of interference with respect to their long axis or the length 
of the staminate hair to which the spindle axis of the mitosis is 
parallel.^) From this fact it seems highly probable that even in the 
spherical nuclei the telophasic orientation of the chromonemata is 
still maintained partially unaltered, because the contraction of the 
nuclei by desiccation takes place always more easily in the direction 
at right angles to the spindle axis or the chromosome orientation at 
telophase. In some cases, even the spherical nuclei show a nearly 
uniform extinction as shown in Fig. 2 which indicates a regular 
orientation of the chromonemata. 

The polar regions of the nuclei show in most cases the opposite 
polarization colour to that of the main middle portion. This seems 
due to a curved orientation of the chromosomes at poles as pointed 
out already in the previous paper (Kuwada and Nakamura, 1934) , 
and this may be also regarded as indicating the condition that the 
telophasic orientation of chromosomes is largely maintained in the 
resting nucleus, a fact which is very interesting from the view point 
of the structure of the resting nucleus. 

In the root-tip cells of Vicia, faba it is for the most part difficult 
to see the optical anisotropy of the nucleus except the peripheral por- 
tion of the root-tip, while in the anther wall tissue cells the nuclei 
show a remarkable double refraction without such a limitation in 
localization. The reason for the absence or feebleness of the double 
refraction of the nuclei in the central zone of Ficfa root-tips remains 
unknown at present. 

Chromosomes in somatic mitosis. In the previous investigation 
(Kuwada and Nakamura, 1934) , it has been observed that the chro- 
mosomes of the staminate hair cells in Tradescantia reflexa are 
positively doubly refractive with respect to their length. The optical 

1) In these nuclei filamentous elements (chromonemata) are found to be 
strongly birefringent between crossed nicols, transversal dark streaks often ap- 
pearing across the elements. When the selenite plate R.I. is inserted, we become 
aware of the fact that the streaks are optically isotropic or reversely coloured 
to the other portions which are strongly doubly refractive. It seems that the 
chromonemata are crooked there so that the micellae are found oriented obliquely 
or perpendicular to the plane of the slide glass. 
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character is most clearly shown in the anaphase chromosomes. In 
the wall tissue of the anther in Fritillaria japonic^ and Tradescantia 
reflexa, and in root-tips in Vida faba the double refraction which 


these chromosomes show is of the 
ported previously (Fig. 3 a, b and 
ever, met with frequently where 


Negative Positive 

quacirant quadrant 



Text-fig. 1. Diagrammatic representation 
showing optical characters of nuclei and 
chromosomes in different stages in mitosis 
and meiosis. The black and white indicate 
the addition colour (violet) and the sub- 
traction colour (yellow) respectively. 


positive character as we have re- 
Text-fig. 1). The cases are, how- 
certain chromosomes present the 
reverse polarization colours on 
insertion of the selenite plate, 
or show an oblique extinction, 
or where parts of chromosomes 
appear to be optically isotropic. 
These may be explained as 
due to the optically negative 
character of the matrix sub- 
stance of the chromosomes to 
be mentioned later which may 
preponderate over the positive 
optical character of the chro- 
mosome, or as due, as pointed 
out in the previous paper, to 
the fact that the spiral turns 
may be fixed during the treat- 
ment more obliquely in certain 
chromosomes than in the 
others, the relative obliqueness 
being more pronounced when 
the direction of coiling is op- 
posite between these chromo- 
somes. The intensity of the 
double refraction of the chro- 
mosomes may also vary in dif- 
ferent cells, from greyish white 
I.O. tO' nearly dark. This varia- 
tion seems to be due to the 
degree of shrinkage to which 
the chromosomes are brought 
by dehydration. 

In the telophase, the 
polarization colour pattern 
which the nucleus shows on in- 
sertion of the selenite plate 
R.I. is the same as that 
previously reported in the case 
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of staminate hair cells in Tradescantia reflexa (Kuwada and Naka- 
mura, 1934), the sign of the birefringence being different in the 
central and outer regions of the nucleus (Fig. 4 a, b, and Text-fig. 1) . 
This seems, as pointed out in the previous paper, to be due to a 
complication brought about by the morphological changes which 
the chromosomes undergo in the transformation towards the inter- 
phase. 

According to Schmidt (1936), in the cleavage mitosis in living 
sea-urchin eggs the chromosomes are most conspicuously birefririgent 
at the stage where the daughter chromosome groups have separated 
from each other, and the birefringence becomes then gradually 
weaker and weaker and finally disappears. He has found that the 
sign of the birefringence of these chromosomes is positive with re- 
spect to the chromosome length. This result from animal somatic 
mitosis is quite in accordance with the result we obtained in the 
somatic chromosomes in plants. 

Heterotype division. The following results are mainly those 
obtained by the observation of pollen mother cells in Fritillaria 
japonica. The ordinary acetocarmine preparations show that in 
Fritillaria japonica the chromosomes in the heterotype division are 
of the doubly coiled spiral structure, as observed by Darlington in 
some other species of Fritillaria (1935). 

The chromosomes in metaphase show the negative double refrac- 
tion with respect to their length in accordance with the result we 
obtained previously in Tradescantia reflexa with the smear method 
(Figs. 5 a, b; 6 a, b; 7 a, b; 10 a, b; and TexNfig. 1). In polar view, 
the chromosomes or chromosome arms lying diagonally in the nega- 
tive quadrant are coloured violet and those in the positive quadrant 
are yellow on insertion of the selenite plate R.I. (Fig. 8 a, b) . In 
side view also, the same polarization colours that indicate the negative 
optical character are shown by the chromosomes or chromosome arms, 
those which are oriented perpendicular to the equatorial plane and 
those which are parallel to that plane showing corresponding colours 
according; to the diagonal orientations they assume between crossed 
nicols (Fig. 6 a, b, and Text-fig. 1). In anaphase all the parts of 
chromosomes are oriented nearly parallel to the spindle axis, and 
hence, almost all present the same colour, additional or subtractional, 
which indicates the negative character of their double refraction with 
respect to their length (Fig. 11 a, b, and Text-fig. 1). 

The intensity of the double refraction of the chromosomes is 
stronger in the pollen mother cells than in the somatic cells. This 
fact seems to be due to the difference in chromosome structure be- 
tween the two cells. In the pollen mother cells the chromosome is 
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of the double coiled structure, and therefore, in its side view, four 
half-turn lengths of the chromonema spiral are superimposed as a 
result of coiling, while in the somatic chromosome in which the 
chromonema forms an ordinary single coiled spiral only two of the 
half-turn lengths are superimposed. Hence, the double refraction 
presented by the meiotic chromosomes should be stronger than that 
shown by the somatic chromosomes. 

In metaphase and anaphase the spindle shows a fairly strong 
positive double refraction with respect to its long axis (Fig. 10 a, b) . 
This result is quite in accord with that obtained previously in the 
staminate hair cells of Tradescantia reflexa, (Kuwada and Nakamura, 
1934). RunnstrOm (1929) has also observed that in fixed pollen 
mother cells in Fritillaria imperialis the spindle shows the positive 
double refraction. In Tradescantia reflexa and Narcissus tazetta, 
however, no such double refraction is shown by the spindle. 

In Fritillaria japonica, as in Sagittaria Aginaski(Sm'NKE, 1934) , 
and Trillium erectum (Huskins and Smith, 1935), the chromosome 
structure found in the metaphase and anaphase remains funda- 
mentally unaltered in the telophase and interkinesis, and accordingly 
the polarization colour presented by the telophasic and interkinetic 
chromosomes on insertion of the selenite plate is the same in each 
diagonal orientation as that in the anaphase. 

The difference in the polarization colour pattern in interkinesis 
between Fritillaria and Tradescantia (Kuwada and Nakamura, 
1934) rests on the fact that while in the former the chromosomes 
remain not unravelled in this stage, they are unravelled to so con- 
siderable an extent in the latter that the major spirals are no longer 
perceptible and that even the minor spirals undergo a remarkable 
alteration in the regularity of coiling. 

In pollen mother cells in Narcissus tazetta too, the heterotype 
metaphase chromosomes show the negative double refraction with 
respect to their length (Fig. 9 a, b) as in Tradescantia and Fritillaria. 
The acetocarmine preparations show that these chromosomes are of 
the double coiled spiral structure, a fact which is in accord with 
the result of observation between crossed nicols. 

Here may be added briefly the result of observation of the cell 
membrane of pollen mother cells which is commonly regarded as built 
up of a pectic substance. While the pectic membi’ane is generally 
known to be optically isotropic, the pollen mother cell membrane 
shows a negative double refraction in its optical section with respect 
to the length (Figs. 6, 7, 8, 9, 12, 13, etc.). According to van 
Iterson a desiccated pectin gel is composed of optically negative 
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rods,i> and according to Frey-Wyssling (1935) the pectic particles 
themselves are not isotropic but the pectic membrane represents a 
case of the statistical isotropy. The reason why the pollen mother cell 
membrane is doubly refractive remains unexplained. 

division.* The results tO' be described below concern 
only the observation of pollen mother cells in Fritillwria, jwponica,. In 
this plant the chromosomes remain still in the double coiled state in 
this division as in Sagittaria Aginashi. In microtome sections the 
chromosomes generally exhibit the appearance of a solid rod, their 
fine internal structure being concealed. They show in the metaphase 
the negative double refraction in accordance with their double coiled 
structure (Fig. 13 a, b, and Text-fig. 1) , like those in the stages from 
the heterotypic metaphase to the interkinesis. In TTadesccuntia 
reflexa (Kuwada and Nakamura, 1934) , in contrast to the case of 
Fritillaria, the chromosomes in this division are of the single coiled 
structure as are the somatic chromosomes, and therefore, the sign of 
double refraction they show is the same as that shown by the somatic 
chromosomes. 

The nudevis and chromosomes treated with boiling water. In 
opposition to the cases of animal sperm heads and isospore nuclei in 
Sphaerozoum, in both of which the double refraction is abolished by 
heating (Schmidt, 1928, 1932a) , it is clearly shown in the growing 
point of the treated root-tip. The double refraction of the heated 
nuclei is of the negative character with respect to their long axis 
(Fig. 16 a, b) as in the case of the material not treated with boiling 
water. 

The heated chromosomes generally swell up in dividing stages 
so intensely as to give a clear image of two parts, namely an 
achromatic part with a swollen appearance and a chromatic, fila- 
mentous or spiral part which is embedded in the former to form the 
core (Fig. 14, 15 a). The latter is known to show a positive 
Fbulgen’s nucleal reaction (Milovidov, 1932 ; Shinke and Shige- 
NAGA, 1933), while nothing is yet known about the chemical nature of 
the former. In our preparations the chromatic part seems not to be 
doubly refractive in accordance with the result obtained by Schmidt 
mentioned above, but the achromatic, swollen part is decidedly bi- 
refringent (Fig. 15 b, c. Comp. Fig. 15a) . The double refraction 
is of the negative character with respect to the chromosome length, 
in contrast to the case of not heated chromosomes where it is 
ascribable to the property of the chromatin and is of positive character 
with respect to their length. 


1) Cited from Feey-Wyssling (1936). 
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An opinion has been expressed that when treated with boiling 
water the chromosomes swell up and dissolve gradually from the 
peripheral part inward, and that in a prolonged treatment only the 
“Chromosomennegative” remains instead of the chromosome itself 
(NBMEe, '1910; Milovidov, 1932). Milovidov is of the opinion that 
the chromosomes are not composed of two substances such as the 
chromatin and the matrix substance. According to the writer’s 
results (Nakamura, 1934), on the other hand, the chromosomes, even 
treated with boiling water for an hour, are not completely dissolved 
away. And the observation with crossed nicols shows that the matrix 
of the chromosome swells up immediately and is doubly refractive, 
while the chromatic substance is rapidly fixed by the heat within the 
matrix and is, perhaps, no longer doubly refractive. The chromo- 
some, therefore, must consist of two substances, the chromatic and 
the matrical. 

The double refraction of the swollen, matrical part of the chro- 
mosomes may be due to the existence of a lipoid, which has been 
demonstrated to be one of the component substances of the chromo- 
some (Shinke and Shigenaga, 1933; Shigenaga, 1933) , but we have 
at present no direct proof at all. The chemical nature of the matrix 
remains as yet obscure. 

The heated interphasic nuclei in the meristematic region are 
doubly refractive as mentioned above, and in the periphery of the 
nuclei in this region a halo-like structure called “Vakuolenkranz” by 
NiiMEC (1910) is observed with the ordinary microscope. In the 
elongation zone of the root-tip, on the other hand, the nuclei so treated 
show no perceptible optical anisotropy, and at the same time the oc- 
currence of the “Vakuolenkranz” is not so remarkable. Milovidov 
regards the “Vakuolenkranz” as a product from swelling and dis- 
solution of the peripheral portion of the nucleus, but we are at 
present inclined to the view that it represents the swollen matrix sub- 
stance distending toward the periphery of the nucleus, and are led 
to the conclusion that the double refraction shown by the heated 
nucleus may be largely due to the “Vakuolenkranz” forming substance 
in the nucleus. 

Conclusion 

The results obtained in the present investigation are quite in 
accord with those reported in the previous paper (Kuwada and 
Nakamura, 1934). The optical character or sign of the double re- 
fraction of chromosomes is shown to be intimately connected with 
the structure of the chromosomes or the coiling manner of the chro- 
monema spirals, but the fact that the swollen matrix is doubly re- 
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fractive suggests that there may be a certain complication in the 
double refraction presented by the chromosomes. 

Similarly to the case of the natrium salt of a~thymusnucleic 
acid with which Schmidt (1934) has carried out a model investiga- 
tion, the intensity of the double refraction ' of the nuclei and the 
chromosomes seems to depend upon the degree of desiccation. The 
stronger the dehydration that takes place, the more the double re- 
fraction becomes pronounced, while the distinctness of the internal 
structure of the chromosomes or nuclei in the observation with the 
ordinary microscope proportionally decreases. It has been pointed 
out by Kuwada and Nakamura (1934), on the other hand, that the 
reliable method of causing the chromosomes or nuclei to be birefrin- 
gent is to fix the material by certain means before dehydration or 
desiccation. Desiccation only without any other, treatment perhaps 
causes the fine structure of the chromatin to disintegrate, and accord-^ 
ingly the double refraction is not shown. 

While alcohol, according to the results we obtained, seems to be 
the most suitable agent for demonstration of the double refraction 
of the nuclei and chromosomes, presumably serving as a fixative 
and a dehydrating agent at the same time, in living sea-urchin eggs 
Schmidt (1936) has recently confirmed that an addition of alcohol 
results in cessation of the double refraction of the chromosomes. 
The question of what internal condition the chromatin is doubly 
refractive in is the problem of a future investigation. 

In conclusion, the writer desires to express his sincerest gratitude 
to Prof. Kuwada, for his kind guidance and criticism throughout this 
investigation. 
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Explanation of Plate 20 


All the figures except Pigs. 14 and 15a are photomicrographs taken with Zeiss’ 
achrom. obj. D and comp, oc. K 12, between crossed nicols with the selenite plate R.I. 
inserted, the photography! ng being made with the selenite plate shifted from the 
diagonal position, so as to intensify the contrast in the field by decreasing the bright- 
ness of the field. Pigs. 14 and 16a are reproductions of the ordinary photomicrographs 
taken with the same objective and ocular. 

In the following explanation of the figures, by (-h) is meant that the object is put 
diagonally in the positive quadrant, and by (— ) that it is in the negative. In the 
photographs the violet colour is dark, and the yellow is light. 


Pig. 1 a, b. 

Fig. 2 a, b. 
Fig. 3 a, b. 
Fig. 4 a, b. 

Fig. 5 a, b. 

Fig. 6 a, b. 

Fig. 7 a, b. 

Fig. 8 a, b, 
Fig. 9 a, b. 


Elongated nucleus in anther wall tissue of Tradescantia refiexa, 
showing negative birefringence with respect to the long axis of the 
nucleus. a (— ); b (+). 

Spherical nucleus in anther wall tissue of Tradescantia reflexa^ show- 
ing feeble but distinct negative optical character, a (— ) ; b (+). 
Chromosomes in late anaphase in root-tip of Viciafabaf showing posi- 
tive double refraction with respect to the spindle axis, a (+) ; b (—). 
Telophasic nuclei in anther wall tissue of Tradescantia reflexa^ show- 
ing different optical characters in the central and peripheral regions of 
the nuclei. 

Chromosomes in heterotypic metaphase in Fritillaria japonicam side 
view, showing the negative double refraction with respect to their 
length. a(— j;b(+)* 

The same. Note that chromosome arms parallel to the spindle axis 
show opposite colours to those lying on the equatorial plane, a (— ) ; 
h (H*)* 

The same, showing negative double refraction of chromosomes with 
respect to the length, a (— ) ; b (-]-). Anisotropy of the cell membrane 
is evident. See also Figs. 6, 8, 9, 12 and 13. 

The same in polar view, Note that the colour presented by the chromo- 
somes is different according to the orientation they assume. 
Chromosomes in heterotypic metaphase in Narcissus tazetta^ showing 
negative double refraction with respect to their length, a (— ) ; b (+). 
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Fig. 10 a, b. 

Fig. 11 a, b. 
Fig- 12 a, b. 

Fig. 13 a, b. 

Fig. 14. 

Fig.l5a,b,c. 

Fig. 16,a, b. 
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Chromosomes in early heterotypic anaphase in F.japonicay showing 
double refraction of the chromosomes and the spindle. Note that the 
latter shows positive birefringence with respect to its long axis. 
a(~); b(+). 

Later stage of the same, a (— ) ; b (-f). 

Interkinesis in F» japonica. Chromosomes show negative double re- 
fraction with respect to their length as in metaphase and anaphase, 
a (~); b (+). 

Chromosomes in homotypic metaphase in F. japonica, showing nega- 
tive double refraction of chromosomes as in heterotypic division. Upper 
spindle is in polar view. Note that chromosomes in different orienta- 
tion show a different polarization colour. 

Chromosomes in early anaphase in root-tip of Viciafaha, treated with 
boiling water for 60 seconds* fixed with absolute alcohol, and stained 
with iron alum haematoxyiin. Note that the achromatic part of the 
chromosome is dilated to a considerable extent and in it the thready 
chromatic part is embedded. 

The same, a, photographed without nicols, b and c between crossed 
nicols. The latter two show negative double refraction of dilated 
achromatic substance with respect to the chromosome length, b(— ); 
c (+), 

Resting nucleus of the same, showing negative double refraction with 
respect to the long axis, a (-') ; b (+). 
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Fertility and Compatibility in Sphaerocatpos 

By ; 

Charles E. Allen 

• University of Wisconsin 

The experiments here to be discussed concern the possibility of 
the production of sporophytic offspring in matings of gametophytic 
clones of opposite sex variously related, or resembling or differing 
from each other in varying degrees genetically. 

Obviously the production of'sporophytes in any such case depends 
upon the fertility of' each mated clone, that is, its ability to produce 
gametes capable of functioning; and upon the compatibility of the 
two clones, that is, the ability of their gametes to unite and to produce 
viable zygotes. ’ 

In case the clones concerned are both fertile and compatible, the 
appearance or non-appearance of offspring may be influenced also by 
a variety of conditions internal and external. The healthy or un- 
healthy condition of either or both clones of course affects the 
probability of the occurrence of fertilization, or, if fertilization occurs, 
of the germination of the zygote. The time of year, too^ — whether 
because of changing external factors or because of a seasonal adapta- 
tion of the plants themselves — plays a part in determining the ap- 
pearance or non-appearance of sporophytic progeny. Experience 
shows that, in greenhouse cultures at Madison, the expectation of 
the appearance of sporophytes is highest in matings made during 
late winter and spring — approximately from January to March or 
April. The dates agree fairly closely with those at which sporophytes 
of S, Donnellii and S, t examts appear in nature in the southern 
United States. 

Racial Differences in Fertility 

One of the oft-noted characteristics of typical races of Sphaero- 
carpos is the early and continuous production of archegonia and 
antheridia. Leitgeb (10) recorded an observation of the occurrence 
of sex organs on young gametophytes of a European species 0.1 mm. 
in diameter. Much the same condition characterizes other species 
of the genus that have been studied. The very first archegonia and 

1) These studies have been made with the aid of grants from the Wisconsin 
Alumni Research Foundation, and with the assistance at different times of Ineva 
Reilly, Dorothy Manning, Beatrice Nevins, Margaret Siler, Fred W. Tinney, and 
Elizabeth Mackay. 
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antheridia formed are sometimes small and possibly not functional. 
But in culture sporophytes have appeared in archegonia not more 
than the fourth or fifth to be formed on a thallus. From this time 
on and during the life of a clone of either sex, provided it remains 
healthy, sex organs continue to be formed, and these produce gametes 
capable of functioning. 

These statements, however, do not hold for all races. The 
majority of the non-typical forms of S. DonnelUi that have appeared 
in my cultures show a lower degree of fertility than do typical races, 
ranging in extreme cases to complete sterility. The lesser fertility 
may result from the presence of fewer sex organs, from a lower 
functioning power of the gametes as shown by the number of 
sporophytes produced, or from both causes. Only those races which 
show such lower fertility will be mentioned here. 

The vegetative (2) , compared with a typical race, is characterized 
by a more rapid growth of the thallus, especially of its lobes, and 
by a smaller proportional number of archegonia or antheridia. 
Matings of vegetative females with males of various races yield in 
general fewer sporophytes than would seem to be accounted for by 
the smaller number of archegonia ready for fertilization at a given 
time. On the other hand, matings of vegetative males with fertile 
females of other races often produce considerable numbers of off- 
spring. 

The semisterile character (3, 13) , known only in males, involves 
a still smaller proportion of sex organs. Often a portion or even the 
whole of a culture is devoid of antheridia and of the enclosing in- 
volucres. When semisterile males are mated with fertile females of 
other races, sporophytes sometimes appear. But a large proportion 
of such matings are infertile, and the fertile ones produce but few 
offspring. Probably the number of fertilizations occurring in such 
matings is limited by the number of antherozoids available at a given 
time, rather than by their functional incapacity. 

If typical, vegetative, and semisterile races represent a descend- 
ing series in terms of the number of sex organs produced, the final 
term of the series might be expected to be embodied in a race that 
bears no gametahgia whatever. Such a race seems to be that provi- 
sionally termed sterile, also represented in my cultures only by males. 
In each of two polycladous male clones (33.622 and 33.770) there 
appeared a small region in which the branches bore no antheridia. 
A portion of each of these patches was separated, one in November 
1933, the other in November 1934; they have been kept in culture 
since, each giving rise to a clone of considerable size, and each, so 
far as observation has shown, remaining persistently free of 
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antheridia. Each has been used in three matings, on the possibility 
that a rare antheridium might have been overlooked. No sporophytes j 

were produced. On present evidence, then, it appears that completely i 

sterile races have arisen by somatic mutation. 

The cumulate race (3, 4), known only in the male, has peculiarly 1 

shaped involucres and comparatively small antheridia. This race has I 

produced sporophytes in only seven of 39 attempted matings. The 
successful matings, however, were limited to two seasons ; in 1926- 
27, all three matings, and in 1933-34, four of six matings tried 
produced offspring. The suggestion is that the antherozoids of this 
race may be capable of functioning if produced under especially ^ 

favorable conditions. 

Polycladous males (1) are at least approximately as fertile as 
typical males. Polycladous females, on the contrary, are, so far as 
extensive experiments indicate, completely sterile. Their lack of 
fertility is correlated with the absence (save in rare instances) of 
normal-appearing archegonia. In one line of descent, in which the 
polycladous character seems to be affected by a modifying factor, i 

female polycladous clones have appeared with a somewhat larger 
proportion of archegonia — or at least of normally formed archegonial 
involucres. These clones also in a number of matings have proved 
sterile. 

Another male mutant race that has appeared but once is dioarf 
(4), Gametophytes of this race differ from typical males in the 
smaller size of all parts, including antheridia. The clone has proved 
sterile in all the 20 matings in which it has been tested. f 

Regarding the fertility of heteroploid races the available ! 

evidence is still scanty. Most of the diploid intersexes (functional 
females) which have been tested have proved of relatively low 
fertility. This has been particularly true of those which inherited 
the vegetative character (5) . On the other hand, the one diploid j 

female (with 2 X’s) which has been tested on a large scale in this 4 

respect, is as fertile as typical haploid females. Results of some 
small-scale matings of other heteroploid plants are reported elsewhere 

(12). _ __ i 

Compatibility and Incompatibility 

Intratetrad matings 1 

Conditions known in some other plant phyla led to the expecta- ’ 

tion that intercldnal incompatibility might be found among bryo- 
phytes. Specifically, it seemed possible that a particular gameto- 
phytic clone of Sphaerocarpos might prove sterile in matings, for 
example, with one or both clones of the opposite sex from the same , 

spore tetrad; or with clones from other tetrads of the same family; | 
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or with clones from different families or of different genetic constitu- 
tion. 

In 1924-25, a large number of clones of S. Donnellii were in 
culture derived from matings of diverse races, all descended from 
plants originally obtained from Sanford and Miami, Florida. An 
experiment was planned to test some of the possibilities as to incom- 
patibility just mentioned. For this purpose clones were selected 
representing offspring of 26 tetrads. These were derived from 
matings 19, 21, 22, 24, 31, 32, 35, and 36 previously described (4) . 
These matings involved typical, tufted, polycladous, and polycladous 
tufted races. All four clones from each of 18 tetrads, three clones 
from each of eight tetrads, were available. Every possible intra- 
tetrad mating was made. If all four of a tetrad (2 female, 2 male) 
were alive, four matings were possible. If only three of a tetrad (2 
female, 1 male; or 1 female, 2 male) were at hand, two matings 
could be made. All the 88 possible intratetrad combinations were 
tested, the matings being made from January to April, 1925. 
Sporophytes (in varying numbers) resulted from 74 matings. Most 
of those matings which failed to yield sporophytes were made in 
the latter part of the season. In six of the 14 unfruitful matings, 
the female clone was polycladous ; and the failure of results in these 
cases was to be expected in view of the repeatedly demonstrated 
sterility of polycladous females. The other eight unsuccessful mat- 
ings were repeated in 1926; four of them produced sporophytes. 
In 1927 the remaining four were again repeated; all yielded sporo- 
phytes. 

Intertetrad matings 

In this series of matings the clones used were the same as in 
the preceding series, with the omission of those from three tetrads. 
All possible matings were made between clones of 23 pairs of tetrads. 
As between those of two tetrads, eight matings are possible if all 
four clones of each tetrad are available; if four of one tetrad and 
three of the other are at hand, six matings are possible; and either 
four or five (depending upon the distribution of the sexes) if three 
from each tetrad are available. In all, 146 matings were made, no 
polycladous females being used. As before, the unsuccessful matings 
of 1925 were repeated in 1926 (except two, the males in which had 
died) ; and those still unsuccessful were repeated in 1927. In the 
first year 124 matings produced sporophytes, most of the unsuccessful 
ones being among those made late in the season. The second year 
13, and the third year seven others produced sporophytes. Of the 
whole number of 146, 144 therefore were ultimately successful. 
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It may be concluded from this and the preceding series that, so 
far as these races of Sphaerocarpos Donnellii are concerned, there is 
neither intratetrad, intertetrad, interfamilial, nor interracial incom- 
patibility. Any two clones of opposite sex, neither being per se 
sterile, can produce offspring. 

It may be added that the separate- and adherent-spored races 
of S. Donnellii, descended from Sanford and Miami material, are 
fully intercompatible ; and that a number of successful matings have 
been made between adherent-spored clones obtained through Prof. 
J. E. Judson from Gainesville, Florida and some of the clones derived 
from Sanford and Miami. It is still possible that races may be found 
at other localities which are sufficiently differentiated genetically to 
be incompatible with some of those already tested ; but thus far the 
evidence is against the occurrence of intraspecific incompatibility. 


Interspecific matings 

Very numerous interspecific matings, involving crosses of all 
possible types between S. Donnellii, S. texanus, and S. cristatus, have 
given negative results. However, females of S. texanus from at least 
two distinct sources have yielded sporophytes in matings with males 
of S. Donnellii. These results have already been briefly referred to 
(3, 6). A summary follows: 

(a) Plants received from Prof. J. T. Buchholz, then at Fayette- 
ville, Arkansas, in April 1923, containing developing sporophytes, 
were kept in culture until the sporophytes matured, when they were 
dried. A recent re-examination of the spore tetrads shows that they 
are typical for S. texanus as that species is at present defined. They 
are conspicuously different from tetrads of S. Donnellii. Tetrads 
sown January 18, 1926, yielded four clones, three female and one 
male. The male died young. The females were mated at various 
times from 1927 to 1932 as follows: 

Clone 26.2001 was used in six matings with as many male clones 
of S. Donnellii. Three of these matings produced sporophytes. 

Clone 26.2002 was used in four matings with as many clones of 
S. Donnellii. Two matings produced sporophytes. 

Clone 26.2004 was used in 19 matings with 15 male clones of S. 
Donnellii. Four matings with as many males produced sporophytes. 

Spores of sporophytes resulting from seven matings were sown. 
None germinated. 

(b) Plants received from Prof. J. C. McKee, State College, Missis- 
sippi, March 1928. Sporophytes in this culture contained tetrads 
definitely of the S. texanus character. Some plants, both male and 
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female, were separated as the starting-points of clones. Two of the 
female clones in matings with S. Donnellii males produced sporophytes 
as follows: 

Clone 28D9 in one mating yielded three sporophytes. This clone 
died before other matings could be made. Tetrads from one sporo- 
phyte, sown, gave no germinations. 

Clone 28D8, used in 15 matings with S. Donnellii males of Florida 
origin from 1928 to 1936, has yielded sporophytes in four matings. 
Only in one case did sporophytes appear in any considerable number. 
Spores (in tetrads and dyads) from two of these matings were sown. 
Of those from one sporophyte, four germinated. One was a spore 
of a dyad; the plant died while still small. Two spores from one 
tetrad produced a female and a male clone ; one spore from another 
tetrad produced a female. The female and male clones from spores 
of the same tetrad proved fertile when mated together; the female 
was fertile in two of four matings with S. Donnellii males, and the 
male was fertile in two of three matings with S. Donnellii females. 

That the females from Arkansas and Mississippi above described 
were really S. texanus and that no accidental contamination with, or 
replacement by, S. Donnellii females occurred, is shown by the fact 
that the spore tetrads in the hybrid sporophytes were similar to S. 
texanus tetrads and conspicuously different from those of S. Donnellii, 
although the S. Donnellii influence is possibly manifest to some extent 
in the markings of the spore walls ; this point is still being studied. 
Hence it is clear that some degree of compatibility exists between 
certain clones of S. texanus and certain clones of S. Donnellii. That 
compatibility even as between these particular clones is relatively 
slight is suggested by the fact that in 13 of the 14 successful inter- 
specific matings the number of hybrid sporophytes appearing was 
very small. Knapp (9) has very recently reported a successful cross 
between S. texanus female (diploid) and S. Donnellii male. 

It is of interest that a few of the spores of one hybrid sporophyte 
proved capable of germination. The failure of all others sown to 
germinate is not to be taken as final evidence of their non-germi- 
nability, since the proportion of germinations in culture is often low. 
It is significant also that the two clones of hybrid origin tested have 
proved intercompatible and compatible also with clones of the 
paternal species. 

One female clone developed from a plant received from Prof. F. 
McAllister, Austin, Texas, in March 1928, and at the time identified 
as S. texanus, also has proved fertile in matings with S. Donnellii 
males. However, the spore characters of this particular lot of 
material appear somewhat aberrant, and at present the specific 

32 * 
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identification is uncertain. For that reason further discussion is 
reserved until identification can be more conclusive. 

In connection with these results as to interspecific compatibility, 
it may be noted that S. Donnellii and S. texanus are unquestionably 
closely related. The gametophytes, grown under similar conditions, 
are practically indistinguishable, although those of S. texanus are 
in general somewhat smaller. The sporophytes are likewise similar, 
except for the characters of the spores which seem to offer the only 
certain means of discrimination. The two species are closely alike 
also in their chromosome complements, although Lorbeer (11) finds 
the X chromosome of S. texanus somewhat shorter than that of S. 
Donnellii. 

S. cristatus is so different from the other two species mentioned 
in gametophytic and sporophytic characters and in spore-wall mark- 
ings that, as Howe (8) noted in the original description, it evidently 
belongs in a distinct section of the genus. The X chromosome is very 
different from that in the other species that have been studied (7) . 
Complete incompatibility between this species and either S. Donnellii 
or S. texanus is therefore to be expected. 

Summary 

Genetically distinct races of Sphaerocarjjos Donnellii differ in 
fertility, the differences depending upon the proportion of sex organs, 
upon the functioning power of the gametes, or upon both factors. The 
differences range from a very high degree of fertility in typical and 
other races to complete sterility in polycladous females and in sterile 
and dwarf males. 

Matings between clones of S. Donnellii derived from spores of 
the same tetrad, and between clones from spores of distinct tetrads 
of various races and geographical origin, indicate that, as between 
any two clones of opposite sex that are per se fertile, there is no 
intratetrad, intertetrad, interfamilial, or interracial incompatibility. 

The great majority of attempted interspecific matings, involving 
S. Donnellii, S. texanus, and S. cristatus, have yielded no progeny. 
However, sporophytes were produced by matings between a few 
female clones of S. texanus (three from Arkansas, two from Mis- 
sissippi) and males of S. Donnellii. 

A few spores from one hybrid sporophyte germinated. Two of 
the resultant gametophytes (one female, one male) when mated 
together produced sporophytes; each, mated with S. Donnellii clones 
of opposite sex, produced sporophytes. 
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Zur gravimetrischen Beslimmung des Interzellularraumvolumens 
von Pflanzenblattern 

Von 

H. Herrmann und L- Singer 

Aus dem biologischen Institnt der Carlsberg Stiftung, Kopenbagen 
(Vorstand Dr. A. Fischer) 

Die Grundlage der gravimetrischen Bestimmung des Inter- 
zellularraumvolumens (I.Z.R.V.) bildet die Infiltration des Inter- 
zellularraiimes (LZ.R.) mit Wasser. Die Differenz zwischen dem 
Gewicht des infiltrierten und des uninfiltrierten Blattes gibt unmittel- 
bar die Gro6e des I.Z.R.V. an. Im folgenden soil kurz fiber Versuche 
berichtet werden, diese Infiltration durch Injektion des Wassers mit 
einer Injektionsspritze zu bewerkstelligen. Diese Art der Infiltra- 
tion erlaubt eine Anwendung der gravimetrischen Bestimmung des 
I.Z.R.V. auch bei Blattern, die nicht von der Pflanze abgetrennt 
wurden. Die frfiher angewandten Infiltrationsmethoden (Zentrifu- 
genmethode^> Infiltration des evakuierten LZ.R. unter Druck-)) 
liessen diese Moglichkeit nicht zu. Unsere im folgenden beschriebene 
Injektionsmethode erfahrt in ihrer Anwendbarkeit dadurch eine 
Einschrankung, dafi sie nur bei homoobaren'"^^ und nicht -zu dfinnen 
Blattern durchgefuhrt werden kann. 

Vor allem schien es uns wichtig einen Einblick in die Repro- 
duzierbarkeit unserer Bestimmungen des I.Z.R.V. zu erhalten. Wir 
begannen daher diese Versuchsreihe mit Untersuchungen, die uns 
fiber diese Frage orientieren sollten. Dann erst versuchten wir die 
Bestimmung des I.Z.R.V. unabgetrennter Blatter. Schliefilich be- 
mfihten wir uns, die Anwendbarkeit der von uns untersuchten 
Methode bei der Analyse des Wachstums von Pflanzenblattern durch 
die Bestimmung des I.Z.R.V. verschieden alter Blatter zu demon- 
strieren. 

Methodikj Als Versuchsobjekt verwandeten wir Blatter von Garten- 
zyklamen. Zur Infiltration wird eine der Hauptblattadern der Blattunterseite, 
senkrecht zu ihrer Verlaufsrichtung durchstochen, so daB die Injektionsnadel nach 
dem Durchstich unter der Blattepidermis der Blattunterseite fortgeffihrt werden 
kann. Das Gewebe der Blattader umgreift dabei eng anschlieBend die Injek- 
tionsnadel und verhindert so weitgehend bei der folgenden Injektion ein AusfiieBen 
der Injektionsfliissigkeit aus dem Einstichkanal, Hat man die Nadel einige 
Millimeter weit knapp unter der Epidermis fortgeffihrt, so drfickt man sanft 
auf den Spritzenstempel. Dabei sieht man die Injektionsflfissigkeit rasch in den 
LZ.E. einflieBen. Dort, wo eine Infiltration stattgefunden hat, wird das Blatt 
in der Aufsicht dunkel in der Durchsicht hell. Bereits wenige Milligramm 
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injizierten Wassers erzeugen eine scharf umschi'iebene, von der Umgebung stets 
eindeutig unterscheidbare Helligkeitsanderung, die sich bei Zyklamen besonders 
an der Blattunterseite mit freiem Auge ohne jede Schwierigkeit wahrnehmen 
laBt. Urn den gesamten I.Z.R. zu ftillen, ist es oft notwendig, zwei bis drei 
Einstiche an jedem Blatt vorzunehmen. 

Bei der Untersuchung der Reproduzierbarkeit der gravimetri- 
schen Bestimmung des LZ.R.V. begnugten wir uns nicht mit der 
Priifung der Injektionsmethode, sondern zogen zum Vergleich die 
Zentrifugenmethode heran. 

Zur Kontrolle der Messungsergebnisse der Injektionsmethode stellten wir folgende 
Versuche an: Es wurde das Gewicht (Gi) eines Blattes ermittelt. Dann wurde 
der I.Z.R. vollstandig infiltriert. In diesem Falle ist die Blattunterflache voll- 
kommen dunkel und keine lufthaltige Stelle, die sich als heller Fleck scharf 
abgrenzt zu bemerken. Nach der Infiltration wird das Blatt rasch auBen sorg- 
faltig abgetrocknet und sofort gewogen (G»). Die Differ enz Gl — G i gibt das 
Gewicht des injizierten Wassers und damit gleichzeitig das I.Z.R. V. an. Nun 
liessen wir das Blatt an der Luft liegen, bis es das injizierte Wasser abgegeben 
hatte und sein Anfangsgewicht wieder erreicht war. Nun wurde die Infiltration 
wiederholt und das nunmehr ermittelte Gewicht des Infiltrier-Blattes (G;0 mit 
Ga verglichen. Die Versuchsergebnisse von Blattern deren I.Z.R. V. wir mit 
dieser Doppelbestimmung maBan sind in Tabelle 1 zusammengefaBt. 


Tabelle 1 


Biattgewicht 
Gi vor 
Injektion 

Biattgewicht 
G2 nach erster 
Injektion 

Biattgewicht 

1 G3 nach zweiter 
Injektion 

G^-G, 

G3— Gi 

Fehler 

% 

719 

957 

945 

238 

226 

5,2 

1148 

1428 

1442 

280 

294 

4,8 

1658 

2320 

2316 

662 

658 1 

0,5 

1839 

2531 

2652 

692 

713 

3,2 

7799 

1037 

1055 

238 

256 

7,1 

1054 

1362 

1384 

308 

330 

6,7 

385 

528 

531 

143 

146 

2,1 

1150 

1465 

1484 

315 

334 

5,6 

917 

1206 

1187 

289 

270 

7,0 

1111 

1518 

15U 

407 

400 

1,8 

1179 

1533 

1627 

354 

348 

b? 

3446 

4663 

4628 

1217 

1182 

1,8 

1397 

1845 

827 

448 

430 

4,0 

880 

1278 j 

1259 

398 

379 

4,7 


Die Gewichte sind in dieser Tabelle in mg angegeben. Da als Infiltrationsflussig- 
keit Wasser verwendet wurde, kann man die Milligramni injizierten Wassers 
gleich setzen dem I.Z.R.V. in cbmm. 

Der maximale Fehler bei diesen Doppelbestimmungen betragt demnach 7,1%. 

I Z R V 

Der Quotient giaitgewicht im Durchschnitt 0,320, d.h. auf 

eine Einheit des Blattgewichtes entfallen 0,320 Teile I.Z.R.V. 

Den gleichen Versuch stellten wir auch mit der Zentrifugenmethode an. 
Die Infiltration der Blatter erfolgte in einer Zentrifuge bei einer Tourenzahl 
, von 1800 Umdrehungen/Min. In Tabelle 2 sind die Versuchsresultate in gleicher 
Weise wie in Tab. 1 zusammengestellt. 
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Tabelle 2 


Blattgewicbt ' 
Gi vor dem 
Zentrifug. 

Blattgewicht 
G 2 nach dem 

1 . Zentrifug- ' 

Blattgewicht * 
G 3 nach dem 

2. Zentrifug. 

G«-Gi 

G3— Gi 

Fehler 

% 

670 

946 

958 

276 

288 

4,3 

243 

546 

631 

302 

288 

4,8 

1160 

1683 

1702 

523 

542 

3,6 

649 

1005 

1015 

366 

366 

2,8 

766 

1071 

1086 

216 

230 

6,6 

1448 

2067 

2066 

619 

618 

0,2 

1766 

2609 

2614 

843 

848 

0,6 

635 

793 

796 

258 

260 

0,7 

469 

715 

735 

246 

266 

7,5 

381 

572 

680 

191 

199 

4,0 


Bei dieser Methode betragt der grofite Fehler 7,5%. Der Quotient 
I Z R V 

— ^ ‘ betragt im Durchschnitt 0,5. Der grofie Unterschied 

Blattgewicht 

zwischen diesen Quotienten in den beiden Versuchen war auff allend. 
Bei einer Wiederholung des Versuches mit 12 Slattern, von denen 6 
injiziert und 6 zentrifugiert wurden, konnten wir diesen Befund 
bestatigen. Der Quotient betrug bei den injizierten Slattern 0,412, 
bei den zentrifugierten Blattern 0,535. 

Zur Entscheidung der Frage ob dieser Befund reell und methodisch bedingt ist, 
untersuchten wir 10 Blatter auf folgende Weise. Das zu untersuchende Blatt 
wurde gewogen (Gi), in der Zentrifuge vollstandig infiltriert und wieder gewogen 
(G-). Dann wurde das Blatt bis zur Erreiehung des Anfangsgewichtes getrock- 
net, diesmal mit der Injektionsspritze vollstandig infiltriert und abermals gewogen 
(Ga). Noch eininal auf das Anfangsgewicht gebracht, wieder zentrifugiert und 
ein letztes Mai gewogen (Gt). 

Dabei ergab sich, daO die Werte fiir das I.Z.R.V. die wir aus der 
doppelten Infiltration mit der Zentrifuge erhalten batten, innerhalb 
der von uns gefundenen Grenze schwankten, wahrend die Infiltration 
mit der Injektionsspritze zu Werten fiihrte, die um etwa 15 fo tiefer 
lagen. Hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit sind also die beiden 
Methoden gleichwertig. Die Injektionsmethode liefert aber die 
niedrigeren Absolutwerte. Diese Tatsache scheint auf Grund einer 
orientierenden mikroskopischen Untersuchung dadurch erklarbar, 
da6 bei der Zentrifugenmethode die Infiltrationsfliissigkeit auch 
zwischen die dicht nebeneinanderstehenden Zellen des Palisaden- 
gewebes geprefit wird, wahrend diese bei der Injektion nur das 
eigentliche Schwammparenchym erfiillt. 

Diesen Versuchen schlossen wir weitere an, um zu ermitteln ob 
die gravimetrische Bestimmung des I.Z.R.V. auch an Blattern die 
nicht von der Pflanze abgetrennt sind durchfiihrbar ist. Die 
MSglichkeit solcher Messungen schien uns ein wesentlicher Vorteil 
der Injektionsmethode. 
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Mit einer Tuber kulinspritze, die mit einer Einteilung von 0,01 ccm ausgestattet 
ist und bei der man 0,005 ccm ohne weiteres schatzen kann, wurde das betreffende 
Hiatt injiziert und das injizierte Wasservolumen an der Spritze abgelesen. Die 
aus dem Einstichkanal abfiieBende Plussigkeit, die wir durch Auswahl geeigneter 
Einstichstellen moglichst einzuschranken sucbten, wurde in einem gewogenen 
Wageglaschen aufgefangen und ev. an dem Blatte auBen haftende Flussigkeits- 
trdpfcben mit einem ebenfalls gewogenen Loschpapierstiickclien abgetrocknet. 
Die Gewichtszunahme G des Wageglaschens und Loschpapieres wurde bestimmt 
und von dem gesamten injizierten Fliissigkeitsvolumen V abgezogen. Die Dif- 
ferenz V- G gibt die tatsachlich injizierte Wassermenge und damit gleichzeitig das 
I.Z.R.V. an. Zur Kontrolle bestimmten wir das I.Z.R.V. bei diesen Versuchs- 
blattern durch direkte Wagung der Gewichtszunahme nach der Injektion, wie wir 
es oben beschrieben haben. Tabelle 3 gibt die Resultate der direkten und in- 
direkten Wagung an. 

Tabelle 3 


I.Z.R.V. 

in cbmm 

Fehler in % 

direkte Wagung 

indirekte Wagung 

100 

106 

6,0 

145 

167 

8,2 

73 

67 

8,2 

316 

325 

2,9 

1537 

1620 

6,3 

637 

677 

6,2 

2107 

j 2203 

4,5 


Der Fehler betragt also 8,2% und liegt mithin in Grenzen, die die 
Methode brauchbar erscheinen lassen. Innerhalb dieser Fehlergrenze 
ist die Injektionsmethode fiir die Bestimmung des I.Z.R.V. von 
Blattern an der Pflanze anwendbar. 

Anwendung der Methode* Wahrend der Arbeit an dem rein 
methodischen Teil dieser Arbeit fiel uns auf, daO ganz kleine, junge, 
noch nicht einmal ganz entfaltete BlMter ein besonders kleines 
I.Z.R.V. im Verhaltnis zu ihrem Gewicht zeigten. Wir mufiten daran 
denken, ob nicht eine Abhangigkeit zwischen dem I.Z.R.V. und dem 
Blattgewicht besteht. Wie Tabelle 4 zeigt, konnten wir an drei 
Zyklamen die am Beginn der Vegetationsperiode untersucht warden, 
eine Parallelitat zwischen dem Blattgewicht und dem Quotienten 
I.Z.R.V. 


Blattgewicht 


beobachten. 


Tabelle 4 


Versuchspflanze 1 

V ersuchspflanze 2 

Versuchspflanze 3 

Blattgew. 

I.Z.R.V. 

Blattgew. 

I.Z.R.V. 

Blattgew. 

I.Z.R.V. 

Blattgew. 

Blattgew. 

Blattgew. 

273 

0,154 

480 

0,376 

432 

0,318 

935 

0,331 

1090 

0,394 

560 

0,335 

2137 

0,341 

2330 

0,458 

968 

0,379 

7435 

0,496 

2725 

0,468 

1068 

0,414 



4260 

0,497 

1275 

0,439 



8429 

0,521 

1692 

0,445 





2354 

0,505 
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Wir heben absichtlich hervor, dafi es sich uin Pflanzen handelte, die 
am Beginn der Vegetationsperiode der Zyklamen untersucht wurden. 
Denn es zeigte sich bald, daJJ altere Pflanzen Unregelmafiigkeiten in 
dieser Gesetzmafiigkeit aufweisen und ganz alte Pflanzen diese voll- 
kommen vermissen lassen. Dagegen bestatigte sich die oben erwahnte 
Beobachtung, dafi die ganz kleinen Blattchen, mit dem fiir junge 
Blatter charakteristischen Glanz der Blattoberflache immer wieder 
das relativ kleinste I.Z.R.V. aufwiesen. In der folgenden Tabelle 5 
bringen wir drei weitere Reihen von Bestimmungen des I.Z.R.V. an 
Versuchspflanzen, die dieses Verhalten zeigen. Die Versuchspflanze 
1 trug drei Blatter von dem erwahnten jugendlichen Typus, die 
beiden anderen Versuchspflanzen je eines (die jugendlichen Blatter 
sind immer die ersten in der Tabelle). 

Tabelle 5 


Versuchspflanze 1 

Versuchspflanze 2 

Versuchspflanze 3 

Blattgew. 

I.Z.R.V, 

Blattgew. 

I.Z.R.V. 

Blattgew. 

I.Z.R.V. 

Blattgew. 

Blattgew. 

Blattgew. 

138 

0,154 

88 

0,193 

113 

0,160 

203 

0,182 

270 

0,659 

198 

0,262 

223 

0,182 

910 

0,486 

236 

0,276 

270 

0,315 

1890 

0,503 

491 

0,429 

683 

0,384 

3704 

0,440 

2470 

0,380 

640 

0,421 



4370 

0,436 

1696 

0,340 




1790 

0,480 





2699 

0,461 





4380 

0,460 






tiberblicken wir also diese Versuche, so glauben wir folgendes 
zum Wachstum des Blattes bemerken zu diirfen : Durch die verschie- 
dene Beteiligung der Komponenten am Wachstum eines Blattes kann 
dieses auf Grund der Bestimmungen des Blattgewichtes und des 
I.Z.R.V. in zwei Phasen aufgelost werden. In der ersten Phase sehen 
wir eine machtige Entfaltung des I.Z.R., wahrend die Gewichts- 
zunahme relativ in den Hintergrund tritt. Solange sich die Blatter 
einer Pflanze in diesem Stadium befinden, sieht man eine weitgehende 
Parallelitat zwischen dem Blattgewicht und dem Quotienten 

BlaH^^cht zweiten Phase geht die Ver- 

groBerung des I.Z.R.V. etwa in gleichem MaCe vor sich, wie die 
Zunahme des Blattgewichtes. In dieser Phase zeigt der Quotient 
I Z R V 

■gla'ttgewi^ keine Abhflngigkeit vom Blattgewicht, sondern schwankt 

nur innerhalb enger Grenzen. tiber den Rahmen dieser Arbeit 
hinaus, scheint die Mbglichkeit zu bestehen, auch an Blatter, die 
sich an der Pflanze befinden, Bestimmungen des I.Z.R.V. mit Hilfe 
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der Injektionsmethode zu machen. Diese Bestimmungen lassen eine 
genauere Analyse des Wachstums von Pflanzenblattern und der Beein- 
flufibarkeit einzelner Komponenten desselben zu. 


Wir mbchten uns noch erlauben, Herrn Prof. Dr. Boysen Jensen 
fiir seine Kritik und Hilfe bei dieser Arbeit unseren verbindlichsten 
Dank auszusprechen. 

Zusammenfassung 


1) Es wird die Genauigkeit der gravimetrischen Bestimmung 
des Interzellularraumvolumens von Zykiamenblattern gepriift, wobei 
zur Infiltration des Interzellularraumes sowohl die Injektion als auch 
die Zentrifuge verwendet werden. 

2) Die Fehlerbreite beider Methoden ist ziemlich gleich und 
betragt etwa 7 %• . Die Zentrifugenmethode gibt die hoheren Absolut- 
werte. 


3) An Blattern verschiedenen Alters wird die Beziehung des 
- , . ^ Interzellularraumvolumen , 

Quotienten M attgewicht Blattgewicht untersucht. 


Literatur 

1) F. Weber, Vitale Blattinfiltration. Protoplasma, Bd. 1. 581, 1927. 

2) P. Boysen— Jensen, Die Stoffpropuktion der Pflanze, S. 28. Jena 1932. 

3) F. W* Neger, Spaltoffnungsschlufi und kUnstliche Turgorsteigerung. Ber. d. 

deutsch. Bot. Ges. 30. 179, 1912. 


1 




■ 


■ 









t 


508 


Cytologia, Fujii jub. vol. 


Studies in the Cytology of Pteridophyta, XII. 

Spermatoteleosis in Isoetes japonica Al. Br. 

By 

Akira Yuasa 

Tokugawa Institute for Biological Keseareh, Tokyo 

The spermatogenesis of Isoetes was studied, for the first time, 
by Belajeff in 1885. He stated that both the cytoplasm and nucleus 
of the spermatid were transformed into a spiral-shape and that the 
ribbon of the nucleus becomes entirely enveloped by that of the 
cytoplasm. However, he could not trace the development of the so- 
called blepharoplast. According to Shibata’s description (1902), in 
Isoetes japonica a portion of the cytoplasm of the spermatid be- 
comes thickened and stains deeply with cytoplasm-staining dyes dur- 
ing the course of spermatogenesis and it is this thickened portion of 
the cytoplasm which subsequently forms the head of the nucleus which 
has then changed into a spiral-shape. In 1931 Liebig gave an outline 
of the spermatogenesis of Isoetes lacustre, but he did not touch on 
the problem of the blepharoplast. ‘ 

The writer, had already studied in 1983 the detailed structure of 
the spermatozoid of Isoetes japonica and confirmed the presence of 
the border-brim and cilia-bearing portion which bear cilia, at the 
head of the spermatozoid. The blepharoplast is composed of the 
cilia-bearing portion together with the plasmic band which runs 
along the whole length of the nucleus. Such a structure of the 
blepharoplast in the spermatozoid of Isoetes japonica quite cor- 
responds to that of Polypodiaceae. 

In the present paper the spermatoteleosis of Isoetes japonica 
was described with special reference to the development of the 
border-brim. 

The microspores of Isoetes japonica Al. Br. (Japanese name: 
Mizunira) which grows in the suburbs of Tokyo were taken as the 
material for the present study. The microspores were fixed in 
chrom-acetic acid solution, Bonn’s modification of Flemming’s solu- 
tion, Benda’s solution or picrin-formalin solution. Sections were 
cut 5 p in thickness and stained with Heidenhain’s iron-alum haema- 
toxylin. The microspores were also stained in vivo with aceto- 
carmine, potassium iodide iodine solution, alcoholic solution of sudan 
III or 17« aqueous solution of Janus green, etc. 

The nucleus of the spermatid stains almost homogeneously and 
seldom shows a granular structure, having a nucleolus. The cyto- 
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plasm of the spermatid also shows a homogeneous structure and 
sometimes contains small granules. In the first stage of the sper- 
matoteleosis, there appears in the cytoplasm of the spermatid a 
spherical body which stains deeply with haematoxylin (Fig. 1) . This 
is the blepharoplast, but it has not been possible to clarify the details 



Figs. 1-11. Spermatoteleosis in Isoetes japonica Al. Br. 1. Microspore, showing four 
spermatids. Appearance of blepharoplast. xca. 1100. 2-4. Blepharoplast elongates. 
X ca. 1100. 5, 6. Blepharoplast elongates into a thread-like structure along the surface 
of the nucleus. Nucleus becomes crescent-shaped, xca. 2200. 7,8. Blepharoplast 

coalesces with the nucleus. Border-brim and cilia-bearing portion differentiate, 
xca. 2200. 9, 10. Nucleus changes into a spiral-form. xca. 2200. 11. Almost com- 
pleted spermatozoid. xca. 2200. blepharoplast ; c, cilia; c&, cilia-bearing portion ; 
n, nucleus of spermatid ; nucleus of spermatozoid ; p, plasmic band. 
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of its origin. The blepharoplast can only be recognized in the 
spermatid after keen observation, because the microspore is filled 
with oil drops, mitochondria and other granules and these often make 
it difficult to observe the inner structure of the spermatid. The 
blepharoplast shows a negative reaction to Feulgen’s nucleal-staining, 
while the chromatin-substance of the spermatid-nucleus is positive to 
the staining, so that the blepharoplast does not seem to have a direct 
relation to the chromatin-substance. 

The blepharoplast elongates along the surface of the nucleus as 
seen in the spermatoteleosis of Eufilicineae. In this stage the 
blepharoplast appears wedge-shaped (Fig. 3). It gradually elongates 
into a narrow ribbon-like thread which is attached to the surface of 
the nucleus (Fig. 4, bl). The nucleus becomes crescent-shaped while 
the blepharoplast runs along the convex side of this crescent (Figs. 
5, 6). The crescent-shaped nucleus also elongates beneath the 
blepharoplast, but the anterior portion does not reach that of the 
blepharoplast, lying finally at some little distance from the top of 
the latter. At this stage the anterior portion of the blepharoplast 
which streches beyond the nucleus differentiates into the border-brim 
and cilia-bearing portion (Figs. 7, 8, b, cb). The nature of the 
border-brim has already been studied in the previous paper (1936). 
The other portion of the blepharoplast coalesces with the nucleus, 
leaving an unstained band (plasmic band) between them along the 
whole length of the nucleus (Fig. 10, p). 

The nucleus is stained with Heidenhain’s haematoxylin almost 
homogeneously throughout the course of the spermatoteleosis, but 
sometimes the granular structure of the nucleus can be observed as 
shown in Fig. 9. The nucleus takes on a spiral-shape and the border- 
brim and cilia-bearing portion can be discerned clearly at the anterior 
portion of the body of the nucleus. The cilia are supposed to appear 
at this stage though their development has not been traced (Figs. 9, 
10 ). 

The spermatozoid in its mature stage is composed of border-brim, 
cilia-bearing portion, plasmic band and nucleus. The cilia grow from 
one-side of the surface of the cilia-bearing portion (Fig. 12) . The 
detailed structure of the spermatozoid has already been described in 
the previous paper (1933). 

The granules contained in the cytoplasm of the spermatid are 
difficult to observe, because they cannot be sufficiently fixed and stained 
with the various fixatives and staining solutions; and they are also 
observed only with difficulty in vital state owing to the abundance of 
oil-drops, mitochondria and starch grains, etc. present in the micro- 
spore. At the moment of the extrusion from the antheridium the 
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spermatozoid coils around the block of 
cytoplasm of the spermatid which is 
thrown out or often remains attached to 
the posterior portion of the spermato- 
zoid. So the granules contained in the 
cytoplasm of the spermatid can be 
studied by testing this block of cyto- 
plasm. 

No granules showing the starch- 
reaction can be found in the block of 
cytoplasm of the spermatid by the 
method of staining with potassium iodide 
iodine solution and starch grains are 
therefore supposed not to exist. The 
negative evidence of this starch reaction 
in the residue of the spermatid-cytoplasm 
has already been described by Dracinschi 
(1932). When staining is carried out 
with potassium iodide iodine solu- 
tion some granules which are faintly 
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When staining is carried out with the potassium iodide iodine 
solution there can be observed in the microspore small starch grains 
which stain brownish violet, though these grains are not seen in the 
spermatid. On being treated with aceto-carmine after having been 
stained with potassium iodide iodine solution the starch grains 
show up more clearly. Starch grains exist surrounding the nucleus 
at the one-nucleated stage of the microspore (Fig. 13, s). During 
the mitosis of the nucleus they retreat from the periphery of the 
latter and remain in the cytoplasm forming several groups (Fig. 15). 

When the microspore enters into the multicelled stage, starch 
grains are distributed, forming several groups, in all cells except the 
spermatids (Figs. 16-18). 

The starch grains, singly or in groups, are scattered in the cyto- 
plasm (Figs. 13, 16, s) or are contained in plastid-hulls (Fig. 18, s) . 
The starch grains often come together to form a basket-like structure 
(Fig. 14, s). 

Many oil drops of various sizes are seen in the microspore, and 
are stained pink with alcoholic solution of Sudan III (Figs. 13, 14, 
16, 18, o). Mitochondria are scattered between the oil drops and 
are stained faintly violet with 1% aqueous solution of Janus green 
(Figs. 13, 14, 16, m). 

Summary 

The spherical blepharoplast which has appeared in the cyto- 
plasm of the spermatid of Isoetes j.aponica Al. Br. elongates along 
the surface of the nucleus and coalesces with the latter which has 
become crescent-shaped. The anterior portion of the nucleus does 
not reach that of the blepharoplast, lying finally some distance from 
the top of the latter. In this stage differentiation occurs in the 
anterior portion of the blepharoplast to give rise to a border-brim and 
a cilia-bearing portion. Mitochondria, plastid primordia and lipoid 
granules are contained in the cytoplasm of the spermatid. 

The other cells of microspore contains mitochondria, starch 
grains, plastid primordia and many oil drops. 

The writer wishes to express his cordial thanks to Dr. H. Hattori, 
Director of the Tokugawa Institute for Biological Research, and 
Dr. Y. Sinoto of Tokyo Imperial University who read through the 
manuscript and gave much kindly criticism. 

The expenses for carrying out this study were partly defrayed 
out of a grant from Japan Society for the Promotion of Scientific 
Research to which the writer wishes to express his best thanks. 
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The Determination of Position in Crossing*over. 11. 

The chromosome length-chiasma frequency relation 

By 

K. Mather 

Galton Laboratory, University College, London 
Introduction 

It has been known for some years that the frequency of crossing- 
over per unit cytological distance is not constant along the chromo- 
somes of Drosophila melanogaster (Dobzhansky 1930, Muller and 
Painter 1932). Recently the situation in that organism has been 
analysed in more detail and it has been shown that all the points, of 
crossing-over occur in certain definite regions with characteristic 
frequency distributions (Mather 1936 b). The positions of these 
regions of high crossing-over are completely describable in terms of 
two parameters, viz. the mean cytological distance of formation of 
the proximal chiasma from the spindle attachment, or centromere, 
and the mean cytological distance between the positions of the proxi- 
mal chiasma and the next one. This last distance may for conveni- 
ence be termed the interference distance, as it is clearly connected 
with what has been, in the past, called ''interference'’. This distance 
appears to be constant between the chromosomes. The former dis- 
tance, that of the proximal chiasma from the centromere, is not con- 
stant from chromosome to chromosome and so may be termed the 
diiferential distance. 

The question arises next as to how universal this state of affairs 
may be. This demands analyses of the distribution of crossing-over 
in other organisms to see if they are in agreement with the Drosophila 
system. Unfortunately genetical data cannot be obtained from a 
sufficiently large sample of organisms for this purpose. The points 
of crossing-over are, however, detectable cytologically as chiasmata. 
We can thus extend the analysis of the special distribution of crossing- 
over to include cases where our knowledge is purely concerned with 
chiasma formation. 

A further difficulty is met when considering the distribution of 
chiasmata along the chromosomes, as it is known that, at least in 
some cases, chiasmata change their positions between formation and 
observation by the process known as terminalisation. Hence without 
a detailed knowledge of the movements of the chiasmata we cannot 
assume anything as to their original positions. 
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There is, however, a class of observations that does throw light 
on the question, viz. the relation between chiasma frequency and 
length of chromosome in the bivalents of an organism. This rela- 
tion is clearly dependent on the regional distribution of the chiasmata 
and it is the purpose of this paper to consider how far data of this 
type agree with the Drosophila system of position determination. 

The Chromosome Length-Chiasma Frequency Relation 

Cytological observation shows that organisms having a large 
range in size between their chromosomes may be grouped into two 
classes. The first type is that in which the chromosomes, no matter 
how short, always take part in at least one chiasma [e.g. Stenobothrus 
(Darlington and Dark 1932), Yucca (O’Mara 1931)]. The other is 
the group in which the short chromosomes often fail to form a chiasma 
[Fritillaria imperialis (Darlington 1930) , Lilium sp. (Mather 1935a) ] . 
In the former type the short bivalents have a chiasma frequency 
disproportionately high when compared with the long bivalents on 
the basis of mitotic length. In the second type the chiasma frequency 
of all the chromosomes appears to be roughly proportional to their 
length. There are, apparently, no types intermediate between these 
groups. 

All the organisms in which the short chromosomes form a con- 
stant, and presumably essential, part of the complement fall into 
the first group, as, indeed, they must when chiasma formation con- 
ditions metaphase pairing and anaphase separation. In the organisms 
of the second group the short chromosomes are, with a single possible 
exception, reduplicated segments. This fact alone indicates that, 
in this second group, pachytene pairing of the short chromosomes 
will be complicated by choice of partner, and so it is doubtful how 
far the failure of chiasmata to appear is conditioned by simple failure 
of chiasma formation between paired chromosomes. The possible 
exception is eight chromosome rye in which the short eighth bivalent 
shows no sign of consisting of reduplicated portions of the long 
chromosomes but does fail to form chiasmata in a number of nuclei 
(Darlington 1931). The breeding behaviour of rye plants of this 
type is not fully understood and so the nature of the short extra 
bivalent is not completely known. In view of these considerations 
this second class of organisms will not be discussed further until the 
relatively simple case of the first group has been considered. 

The relation between chromosome length and chiasma frequency 
may be plotted as a graph in which the individual points are supplied 
by the mean chiasma frequencies of bivalents whose mitotic chromo- 
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same lengths are known. No data from one organism are sufficiently 
comprehensive to allow of complete analysis of the chromosome length- 
chiasma frequency relation. However, it can be seen that the rela- 
tion naturally falls into two parts, the lower end of the curve, where 
the chiasma frequency is always 1, or slightly more, no matter how 

short the chromosome may 
be, and the upper portion, 
where the chiasma frequen- 
cy increases as the length 
of the chromosome in- 
creases. These two por- 
tions are easily recognised 
in the curve shown in Fig. 
1 which is constructed 
from unpublished data on 
Locusta migratorid. There 
is presumably no sharp 
differentiation of the curve 
into these two portions but 
a gradual change of direc- 
tion in the intermediate 
region or region of change. 
Such a smoothing out is to 
be expected as a result of 
the known variation in the 
frequency and distribution 
of chiasma formation (c.f. 
Mather 1936 b). For the 
present purpose it is legiti- 
mate to neglect this intermediate region as we are concerned solely 
with the mean behaviour of the chiasmata. The problem at issue 
is that of the reason for the existence of the two distinct portions df 
the curve. 

The flat part of the curve is concerned with the relations between 
the chromosome length and the formation of a single chiasma. The 
sloping upper portion, where the chiasma frequency is rising, con- 
cerns the formation of more than one chiasma. The distinction 
between the two parts lies in the difference of behaviour of chromo- 
somes forming one, or, on the other hand, more than one chiasma. 
Chiasmata affect one another in formation or determination, as is 
shown by the universal occurrence of chiasma interference (Haldane 
1931) . Interference requires a time sequence in chiasma formation, 
or determination, and this time sequence must also be universal. We 


Fig. 1. The chromosome length (abscissa) — 
chiasma frequency (ordinate) relations of the 
bivalents of Locusta migratoria (unpublished 
data). Four length classes are distinguished. 
The straight lines show the two portions into 
which the curve naturally falls. The curve 
passes smoothly from one line to other in the 
region of change, as a result of variation in the 
parameters determining the positions of the 
chiasmata. 
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can then recognise the two distinct portions of the curve as depen- 
dent on the formation of the first chiasma and on the formation of 
subsequent chiasmata. It should be noted that the formation of the 
first chiasma must obey the same rules whether it is to be followed 
by other chiasmata or not. The rules found to hold true for bivalents 
on the flat lower part of the curve must also apply to those on the 
upper sloping portion with the additional complication of subsequent 
chiasmata. 

The lower part of the curve relates the frequency of formation 
of the first chiasma to chromosome length. The first chiasma, and 
only this chiasma, is regularly formed in bivalents ranging in length 
from extremely short to a certain maximum size at which the regular 
formation of additional chiasmata is possible. Thus a certain length 
of the chromosomes is “occupied” by the first chiasma. The word 
occupied is used here to mean “concerned solely with the regular 
formation of this, and only this, chiasma”. 

After formation of the first chiasma a second will occur at some 
mean distance away. This distance is the mean cytological distance 
of interference since it is determined by the effect of pre-existing 
chiasma formation on subsequent formation. The third chiasma 
will bear a similar relation to the second in formation or determina- 
tion. 

The slope of the line to which the upper part of the length- 
chiasma frequency curve approaches, will be determined solely by 
this interference distance, since the bivalents in this region of the 
curve differ only in the mean number of chiasmata over one, that 
they have formed. The curve will approach the line closely only 
if the mean cytological distance between the first and second chias- 
mata is equal or nearly equal to the mean distance between the second 
and third and so on, and also if these distances are constant between 
bivalents as the comparison is one between bivalents. If this is not 
the case the length-chiasma frequency relation in this region will 
always remain more or less curved. Data exist from a number of 
organisms by means of which this point may be examined further. 
In Allium zebdaneme (Levan 1935) there are nine bivalents at 
meiosis and each is recognisable by its length. Eight of them are long 
enough to fall on the sloping part of the curve as all except IX can 
form more than one chiasma in at least some nuclei. It will be seen 
from Table 1 that their mean chiasma frequencies are almost propor- 
tional to their lengths. An even better fit is obtained if the best fitting 
straight line is calculated. For this purpose it is necessary to omit 
bivalent VIII as this has only one arm, and a nearly terminal centro- 
mere, whereas the others, I-VII have two arms, and median centro- 
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meres. The two arms probably act independently in crossing-over 
(Mather 1936 b) so preventing comparison of one and two-armed 
chromosomes. The agreement of bivalents I-VII with the best fitting 
straight line is very good (Table 1) and there is no consistent devia- 
tion such as a curve would give. Data from Allium macranthum 
(Levan 1933) and Hyacinthus orientalis (Stone and Mather 1932) 
also fit a straight line quite well, but here the data are not so sound 
as the chiasma frequencies are not from single bivalents but from 
groups (Table 2). 


Table 1. Allium zebdanense—ChisiSTaa. Frequencies of 
Single Bivalents (Levan 1935) 


Biv. 

Obs. 

Expected 

Prop, to length 

Best fitting line 

1 

2.95 

3.02 

2.92 

2 

2.60 

2.70 

2.66 

3 

2.60 

2.67 

2.63 

4 

2.35 

2.34 

2.36 

5 

2,10 

1.95 

2.04 

6 

1.60 

1.39 

1.59 

7 

1.45 

1.33 

1.54 


Thus there is considerable evidence for the conclusion that the 
length of interference is constant within and between bivalents. 
Consequently the upper end of the chromosome length chiasma fre- 
quency curve may be considered to approximate closely to a straight 
line. 

The maximum distance occupied by the first chiasma is not of the 
same magnitude as the interference distance. 

This is shown by the fact that the line fitting the upper part 
of the curve best does not go through the origin. It may pass on 
either side of this point, i.e. cut the ordinate before the abscissa 
or vice versa. Incomplete curves, i.e. those which do not have two 
points on the straight upper portion of the curve could give lines 
cutting the ordinate first but the existence of cases in which the 
abscissa is first cut conclusively support the above argument. Both 
kinds of behaviour have been observed (Figs. 1-6 and Table 1). 

Table 2 

Allium Chiasma Fre- Hyacinthus orientalis— Chiasma. Fre- 
quencies of Length classes queneies of Length classes 

(Levan 1933) (Stone and Mather 1932) 


Class 

. 

Chiasmata per biv. 

Class 

Chiasmata per biv. 

Obs. 

1 

Exp. 

Obs. 

Exp. 

Long i 

4.6 

4.4 

Long 

4.69 

4.80 

Medium j 

3.1 

3,3 

Medium 

2.25 

2.06 

Short ! 

■ 1 

1.4 

1.3 

Short 

1.06 

1.14 
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The meaning of this fact is fundamental to the present analysis. 
If the distance which any chiasma can occupy, or take up, is deter- 
mined solely by the distance over which, on the average, it prevents 
the formation of other chiasmata, the maximum distance to he taken 
by the first chiasma in a bivalent would be the interference distance, 
as its only action on subsequent chiasma formation would be to 
prevent the second chiasma or chiasmata forming within a certain 
region. This is not the case, the first chiasma occupying a certain 
characteristic maximum length distinct from the interference dis- 
tance, and so we must conclude that the first chiasma forms relative 
to some point in the chromo'some fixed by conditions other than those 
of chiasma formation. As to what this point is we are not in a 
position to judge from these data. 

The distance occupied by the first chiasma is then to be inter- 
preted as the mean distance of formation of the first chiasma from 
this fixed point. It is also worthy of note that the regular time 
sequence of chiasma formation must be accompanied by a regular 
spacial sequence as otherwise, where the first chiasma distance is 
greater than the interference distance, spacially retrogressive chiasma 
formation would allow of the formation of the second chiasma be- 
tween the first chiasma and the fixed origin. 

This interpretation of the nature and significance of the chromo- 
some length-chiasma frequency curve can be tested further. The 
essential features of the above conclusions are (a) that the first 
chiasma forms at a distance from some fixed point in the chromosomes, 
this distance increasing up to a maximum as the length of the biva- 
lent increases, and (b) that subsequent chiasma formation is depen- 
dent on the mean cytological length of interference which is constant 
between bivalents. These conclusions can be expressed geometrically 
in terms of the curve shown in Fig. 1. The length of interference 
determines the slope of the upper part of the curve and may be 
measured by that slope. The convenient measure is the increase in 
length of bivalent required to allow of an increase of 1 in chiasma 
frequency in this region. The characteristic maximum distance of 
the first chiasma determines the position of this line by fixing the 
point through which the sloping line will pass where the chiasma 
frequency is 1. Actually the true curve probably does not go though 
this intersection but smoothly passes from one line to the other in 
the region of change (see Fig. 1) as a result of the variation in the 
cytological distance between chiasmata. This variation can be 
neglected for the present purpose and the straight sloping line defined 
by these two parameters of the relation. These parameters are 
determined by conditions which, if the above analysis is correct, are 
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independent, or nearly so, of one another. They should then be 
capable of independent variation, i.e. geometrically speaking, the 
line should be capable of having its position altered without effect 
on its slope, and vice verscb (see Fig. 2). 

This is indeed the case, as is shown by White’s observations on 
the effect of temperature on chiasma frequencies in three Orthopteran 

insects (White 1934 and Figs. 3-“5 
of this paper) . In two of the three 
cases (Figs. 3 and 4) the tempera- 
ture changes resulted in variations 
which can only be interpreted as 
changes in position of the line with 
no change in slope. Whatever 
changes in slope are to be seen are 
not consistent and easily accounted 
for by random sampling. The third 
case (Fig. 5) is not so convincing 
but even here the evidence for 
accompanying change of slope is 
equally poor. Comparison of 
White’s Locusta data with that of 
Table 1 (Figs. 1 and 3) show that 
change of slope can also occur in 
this species. The difference cannot 
be accounted for by the failure to 
distinguish more than three length 
classes in White’s observations. 

Moffett (1936) gives data on 
the chiasma frequencies of long 
and short chromosomes in Culex pi'piens. These vary with the 
genotype of the individual and it appears that in this case the change 
is one of slope rather than position. The results are not, however, 
as clear in meaning as those of White because there are only two sizes 
of bivalent and each of these is two armed so introducing the com- 
plication of two first chiasma distances. This complication does not 
occur in the two important sets of White’s data, those of Locusta 
Schistocerca (Figs. 3 and 4). From the above data there can be 
no doubt that variations of slope and position are independent, so 
confirming the interpretation of the curve. 

The clear results given by Locusta and Schistocerca would 
appear to imply that the region of change is small in these insects. 
This means, of course, that variation in the position of the chiasmata 
are small. 




Fig. 2. Diagram to show the effects of 
varying (a) the distance occupied by the 
first chiasma, keeping the interference 
distance constant. (The line changes in 
position but not slope.) (b) the distance 
of interference, keeping the first chias- 
ma distance constant. (The line changes 
slope but not position. ) 
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Fig. 3 





Figs. 3, 4 and 5. White’s (1934) data on the effect 
of temperature on chiasm a frequency in Locusta 
(3), Schistocerca (4) and Stenobothrus (5). Three 
length classes are distinguished in each case. 
The ordinate gives the chiasma frequency and 
the abscissa the chromosome length. (See also 
in the text.) 


Fig. 6 
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Fig.^ 6. Moffett’s (1936) data on 
individual differences in chiasma 
frequency in Culex. Two length 
classes are distinguished. The 
ordinate gives the chiasma fre- 
quency and the abscissa the chro- 
mosome length. (See also in the 
text.) 


This conclusion regarding the region of change is further sup- 
ported by the Schistacerca data. The line through the long and 
medium chromosome points passes to the left of the short point. 
There must be a region of the short chromosome in which the first 
chiasma does not form but which is not as long as the length of 
interference, and so is not sufficiently long to allow of formation 
of a second chiasma in the majority of cases. Thus the short chromo- 
some has a disproportionate lo^v chiasma frequency in this case, as 
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it must be capable of having on any hypothesis of restricted regions 
of chiasma formation. 

It now remains to be seen how far the interpretation of the 
chromosome length-chiasma frequency relation is in agreement with 
the Drosophila, system of restricted regions of chiasma formation. 

Discussion 

There is a great similarity between the interpretation of the 
chromosome length-chiasma frequency relation, as developed above, 
and the system determining the positions of crossing-over in Droso- 
phila. melanogaster. Such differences as exist are due to the two 
types of data being complementary in the sense that each gives infor- 
mation on points which cannot be considered from data of the other 
type. Thus both lines of evidence indicate that the interference 
distance is constant between chromosomes, although the cytological 
evidence is more convincing. Both types of data also indicate that 
the first chiasma takes up a length of chromosome that differs be- 
tween bivalents. The nature of this inter-bivalent variation is indi- 
cated by the genetical data. It is due to crossing-over being deter- 
mined from the spindle attachment or centromere, and the first, or 
proximal, chiasma forming at a distance from this point, which 
proves to be correlated with the length of the chromosome arm. The 
cytological data only substantiate the conclusion that crossing-over 
is determined from some fixed point in the chromosome. The cyto- 
logical evidence shows, however, that the position of the first chiasma 
can vary without variation in the interference distance, i.e. the 
independence of the differential and interference distances. 

Both types of data show the mean positions of crossing-over to 
be completely described by these two parameters. The similarity of 
the results from genetical and cytological analyses shows that there 
is a system in operation which determines the formation of chiasmata 
in restricted regions of the chromosomes ; and that this mechanism 
is detectable in all the organisms which have been examined, i.e. 
it is very probably universal, except in those anomalous cases in 
which chiasma formation does not form an essential part of meiosis. 
The unit of behaviour is not the chromosome but the chromosome 
arm as crossing-over is controlled from the centromere. The first 
formed chiasma is the proximal one and this forms at a distance, 
the differential distance, from the centromere. This distance is posi- 
tively correlated with the length of the chromosome arm. This first 
chiasma is always formed even in short chromosomes, where the 
differential distance becomes correspondingly very short. Chiasma 
formation subsequent to that of the proximal chiasma is dependent 
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on the position of this first crossing-over, occurring at a given mean 
cytological distance, the interference distance, from the proximal 
chiasma. The interference distance is independent of the differential 
distance and is constant in any organism. 

We may now consider the exceptional cases of organisms in 
which the short chromosomes do not always take part in chiasmata. 
The clue to the explanation of this situation is to be found in chromo- 
some behaviour in the hybrid between Triticum monococcitm and T. 
dicoccum (Mather 
1935 b). In this 
hybrid, incomplete 
metaphase pairing of 
the chromosomes is 
conditioned by in- 
complete pachytene 
pairing and the rela- 
tion between length 
paired at pachytene 
and frequency of 
chiasma formation is 
not linear. In organ- 
isms which have re- 
duplicated segments 
present as short 
chromosomes, pachy- 
tene pairing must be 
incomplete, as only 
two chromosomes can 
pair at any level. 

Thus even though 
the short chromo- 
somes when paired 
always formed a 
chiasma the incom- 
plete association at 
early prophase would 
result in failure of 
chiasma formation 
in a proportion of 
cases. It is not dif- 
ficult to imagine the frequency of pachytene pairing being propor- 
tional to the length of the chromosome in such cases, and so the 
observed result would be obtained. In the eight chromosome rye this 



Fig. 7. Diagram to illustrate the relations of cytological 
and genetical distances between loci in terms of the 
hypothesis of determination of crossing-over position. 
(See also in the text.) 
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argument may not be legitimate as it is not known that the short 
chromosomes are reduplicated regions. However, the frequency of 
chiasma formation in this plant is complicated by the occurrence of 
competition between the bivalents (Darlington 1933, Mather 1936a). 
This could, itself, lead to the observed failure of pairing and chiasma 
formation. Thus in all the cases in which the short chromosomes 
fail to form chiasmata at times, there is an explanation in keeping 
with the idea that the first chiasma will always form wherever the 
chromosome is paired, provided that external interference does not 
come into play. 

It is worth digressing somewhat at this point to note that, 
although the failure of chiasmata to appear in the short extra chromo- 
somes of Fritillaria imperialis is due to incomplete pachytene pairing, 
this does not weaken the evidence supplied by this plant for the 
chiasma theory of metaphase pairing. Where -chiasmata fail, no 
matter what the cause, metaphase pairing also fails (Darlington 
1930). 

The hypothesis of position determination in crossing-over may 
be illustrated diagramatically as in Fig. 7. The abscissa is, in every 
case, the cytological chromosome with the centromere as the origin. 
The top diagram shows the type of frequency distribution curves of 
chiasma formation about the mean positions of the first, second and 
third chiasmata. The mean positions are fixed by the two para- 
meters, the differential and interference distances. The variation 
increases as we pass from the first to the second and then to the 
third chiasmata as the variation of the first is that of the differential 
distance only, that of the second this same variation plus that of 
the interference distance, and that of the third the same as the 
second plus another interference variation. This follows from the 
time sequence of chiasma formation. The middle diagram relates 
the cytological distance between two loci to the genetical distances, 
due to the first, second, and third chiasmata, between them. These 
curves are the integrals of those of the top diagram. The bottom 
diagram relates the cytological and total genetical distances between 
loci. It is obtained by adding together the curves of the middle 
diagram. If points on this curve, so chosen that they are separated 
by a constant cytological distance, are projected onto the ordinate 
an idea of the crowding and scattering of the genes in genetical maps 
is obtained. This is done in the bottom diagram and the marks up 
the ordinate are the result. The similarity of this and the genetical 
maps of Drosophila chromosome arms needs no emphasis. The 
degree of scatter and crowding is dependent on the variances of the 
frequency curves of the top diagram. 
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Discussion of the nature of the factors governing the magni- 
tudes of the interference and differential differences must be re- 
served for a future publication. 

Summary 

1. The regional distribution of chiasmata in Drosophila melano- 
gaster can be explained on the assumption that they are formed 
in a regular time sequence commencing at the centromere. The first, 
or proximal, chiasma forms at a mean distance from the centromere, 
which is correlated with the length of the chromosome arm. The 
second chiasma forms at a distance from the first which is probably 
constant throughout the chromosome complement. This latter dis- 
tance, the interference distance, is not the same in size as the former, 
or differential, distance. The chiasma formation therefore depends 
on two parameters. 

2. The chromosome length-chiasma frequency relations in 
organisms with a large size range, show a curve consisting of two 
parts. These are the flat lower end, where the chiasma frequency 
equals one, no matter what the size, and the upper sloping portions 
where chiasma frequency increases with chromosome length. 

3. The distinction between the two parts can be explained as 
depending on (a) the formation of a first chiasma irrespective of 
the length of the chromosome, but occupying a distance which is 
positively correlated with the length of the chromosome arm, and 
(b) the formation of a second and subsequent chiasmata at a mean 
distance from the directly previous one dependent on interference 
and constant throughout the chromosomes. 

4. On the basis of this analysis the sloping upper part of the 
curve is completely described in terms of the two parameters, the 
slope, depending on the distance between the first and second chiasma, 
and its position, depending on the mean length of the segment occu- 
pied by the first chiasma. These two parameters should be capable 
of independent variation. Experimental data show this to be the 
case where genotype or environment are changed (in Culex and 
certain Orthoptera respectively) . 

5. Since the sloping upper portion of the curve does not cut 
the origin the first chiasma distance and the interference distance 
are not equal. Consequently chiasma formation must be determined 
from some fixed point in the chromosome and must follow a regular 
spacial sequence. 

6. Thus Drosophila distribution data and the chromosome 
length-chiasma frequency data agree in showing the two parameters, 
the differential and interference distances. This system is funda- 
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mental and probably universal where chiasma formation occurs. It 
may, however, be modified by extraneous influences such as incom- 
plete or irregular pachytene pairing, or chiasma competition. Irre- 
gular results are then obtained. 
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Triploidie in Saxifraga stolonifera Meerb. und Inula britannica 
subsp. japonica Kitam. 

Von 

Sakuichi Okabe 

Saxifraga stolonifera Meerb. und Inula britannica subsp. japo- 
nica Kitamura in litt. sind formenreich. Sie wachsen in Japan wild 
Oder sind als Zierpflanze weit verbreitet. Seit einigen Jahren babe ieh 
meine Aufmerksamkeit auf einige Formen der obengenannten Arten 
gerichtet, weil sie alljahrig eine ganze Oder doch hohe Samensterilitat 
aufwiesen und sich nur vegetativ vermelirten. Dafi die Sterilitat der 
Pflanze manchmal auf der abnormalen Chromosomensetzung, be- 
sonders auf der Triploidie, beruht, wurde schon von verschiedenen 
Forschern erwiesen. Die vorliegende zytologische Untersuchung 
beweist, dafi bei den obengenannten Gewachsen Triploidie vorliegt. 

Die Wurzelspitzen wurden mit Nawaschin’s Gemisch und die 
Pollen- und Embryosackmutterzellen mit Carnot’s, Nawaschin’s 
und Bouin’s Gemisch fixiert. Die Farbung der Paraffinschnitte 
erfolgte mit Heidenhain’s Eisenalaunhamatoxylin oder Newton’s 
Gentianaviolett. 

Saxifraga stolonifera 

Nach Skovsted (1934) besitzt Saxifraga stolonifera ( = S. sar- 
mentosa L. fil.) 18 reduzierte Chromosomen und die Reduktionsteilung 
in der P. M. Z. geht ganz normal vor sich. Die von mir als Material 
gezogenen Formen zeigten die folgenden Chromosomenzahlen in den 
Wurzelspitzen, namlich: Saxifraga stolonifera Meerb. 54 (Fig. 1), 
S. stolonifera var. viridifolia Makino (Fig. 2), und S. stolonifera 
var. leuconeura Makino 36 (Fig. 3). Aus den obigen Zahlungen 
kann man auf Triploidie bei der ersten Form schliefien. 

Die Reduktionsteilung in der P. M. Z. der 36 chromosomigen, 
diploiden Pflanze verlauft, wie schon Skovsted berichtet, mit 18 
Gemini ganz regelmafiig, somit werden normale Pollenkorner ge- 
bildet. Im Gegensatz dazu ist die meiotische Teilung sowie die Pollen- 
bildung bei der triploiden Pflanze sehr unregelmafiig, was Entstehung 
von Dy-, Tri- und Polyaden, nebst normalen Tetraden zur Folge hat. 
Fig. 4 und 5 zeigen die Pol- und Seitenansicht der Metaphase der 
ersten Teilung in den P. M. Z. der triploiden Pflanze. In diesen 
Abbildungen unterscheiden wir, nebst Bivalenten, einige Uni- und 
Trivalenten. In der Anaphase weichen die Chromosomen durch 
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Zufall naeh beiden Polen auseinander. Zuweilen zogern aber ein 
Oder mehrere Chromosomen zwischen den Polen; die fiber zahligen 
Zwergkerne werden dann ausgebildet. Als Folge der Unregelmafiig- 
keit der Chromosomenverteilung in der ersten Teilung treten ver- 
schiedene Chromosomen?ahlen bei der homootypischen Teilung 
herydr. Die Grbfie der fertigen Pollenkorner ist auch sehr verschie- 
den. Eine Hexade, wo zwei grofie und vier kleine Zellen zu sehen 
sind, ist in Fig. 6 abgebildet. 



Fig. 1-3. Somatische Kernplatten. 1. Saxifraga stolonifera. 2. S. stolonifera var. 
viridifolia. 3. stolonifera var. leuconeura. Fig. 4. Polansicht der ersten Metaphase 
in P.M.Z. von S. stolonifera. Fig. 5. Seitenansicht derselben. Fig. 6. Eine Hexade 
(Essigkarminpraparat), Fig. 1-5. ca. x3500. Fig. 6. ca. xlSOO. 

Skovsted berichtete in seiner umfangreichen Untersuchung fiber 
die Gattung Saxifraga, da 6 bei S. granulata und S. caespitosa In- 
dividuen von verschiedener Herkunft zuweilen verschiedene Chromo- 
somenzahlen besitzen. Zum Beispiel sehen wir bei <S. granulata eine 
von 46 bis 60 nahezu imunterbrochene somatische Chromosoraen- 
zahlen-Reihe. Es ist auch merkwurdig, dafi bei der Reduktionsteilung 
in ihren P. M. Z. gewohnlich eine Anzahl von Tri-, Tetra- oder 
Multivalent zu erscheinen pflegt. Wovon diese verschieden chromo- 
somigen Pflanzen abstammten, blieb dann noch unklar, aber es scheint 
mir wahrscheinlich, dafi sie von einer karyologisch unbestandigen 
Pflanze durch Vereinigung von Gameten mit verschiedenen Chromo- 
somen entstanden sein dfirften. 
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Saxifraga stolonifera zeigt eine sehr niedrige Fertilitat und in 
einer Kapsel werden nur einige Samen ausgebildet. Wenn sie keim- 
fahig sind, so werden hoffentlich verschieden chromosomige Nach- 
kommen in den nachsten Generationen gefunden werden. Die Fer- 
tilitat in den diploiden Rassen ist auch ziemlich niedrig. 


Inula britannica subsp. japonica 

Im Sommer 1934 fand ich im Garten des hiesigen Institutes eine 
ganz sterile Form unbekannter Herkunft von Infwla britannica subsp. 
jajjonica Kitam., die in ihrer Wurzelspitze 24 Chromosomen zeigte. 
Und im vorigen Herbst, in der Umgebung von Sendai, babe ich nun 
eine fertile Form erworben, die, ausgenommen ihre etwas schmalen 
Blatter, auBerlich von der obengenannten sterilen Form kaum zu 
unterscheiden ist. Nach zytologischer Beobachtung hat es sich her- 
ausgestellt, dafi diese Form mit 16 somatischen Chromosomen eine 
diploide Pflanze ist. Also sind die 24 Chromosomen der erstgenannten 
Pflanze als triploid anzunehmen. 



Pig. 7-8. Diploide Inula britannica subsp. japonica, 7, Seitenansicht der ersten 
Metaphase in P.M.Z. 8. Somatische Kernplatte. Fig. 9-12. Tviploide Inula britannica 
subsp. japonica. 9. Somatische Kernplatte. 10-11. Seitenan sich ten der ersten 
Metaphasen in P.M.Z., uni-, bi- und trivalente Chromosomen bemerkbar. 12. Eine 
Pentade (Essigkarminpraparat). Pig. 7-11. ca. xS500. Fig. 12. ca. xlOOO. 

Die diploide Pflanze fiihrt die Reduktionsteilung in den P. M. Z. 
sowie in den E. M. Z. mit 8 Gemini ganz regelmaBig aus, und die 
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normalen Tetraden werden ausgebildet. Wie in Fig. 10 und Fig. 11 
gezeigt worden ist, linden wir abar in der Metaphase der ersten 
Teilung in den P. M. Z. der triploiden Pflanze wechselnde Zahlen 
von Uni-, Bi- und Trivalenten. Die Unregelmafiigkeit der Chromo- 
somcnverteilung und der Tetradenteilung ist deutlich. 

Die Embryosackbildung in den triploiden Pflanzen wurde bis 
jetzt viel weniger als die Pollenbildung untersucht. Nach Osawa 
schritt der Teilungsvorgang bei triploiden Morus und Daphne bis 
zum Tetradenstadium ganz normal vor, erst in den darauffolgenden 
Stadien kommen verschiedene Degenarationen zum Vorschein. Unten 
werde ich die Entwicklung des Embryosackes bei der triploiden Inula 
kurz beschreiben. 

Das einzige Archespor, das mit einzelliger Nuzellarschicht um- 
geben ist, wird direkt zur Embryosackmutterzelle. In der ersten 
Metaphase der Reduktionsteilung treten nebst Bivalenten einige Uni- 
und Trivalente hervor, wie in den Pollenmutterzellen. Die zwei 
aufeinander folgenden Zellteilungen werden im allgemeinen nach der 
gewohnten Weise ausgefiihrt. Daraus entstehen die in einer Reihe 
sich anreihenden vier Megasporen. Wie in Fig. 15 gezeigt ist, 
erscheinen nur gelegentlich die iiberzahligen Zwergkerne in einigen 
Megasporen. Die unterste Zelle von den so gebildeten vier Mega- 
sporen vergrdfiert sich waiter und weiter, indem sie die dariiber be- 
findlichen drei iibrigen Megasporen und die Nuzellarschicht ver- 
drangt. Die Entwicklung des Embryosackes verlauft, im allgemei- 
nen, bis zum vierkernigen Stadium normal, wie in der diploiden 
Pflanze (Fig. 14-18) . Wenn die weiter en Vorgange normal vor 
sich gehen, kommt ein normaler, achtkerniger Embryosack zustande. 
Die beiden Polkerne verschmelzen sich friihzeitig miteinander (Fig. 
19). 

In denselben Kopfchen finden wir aber oft eine Anzahl von 
abnormal gebildeten Embryosacken. Einige Beispiele davon zeigte 
ich in den Fig. 20-23. Fig. 22 stellt einen eigenartigen, achtkernigen 
Embryosack dar. Die Kerne zerstreuen sich im oberen Teile des 
Embryosackes, ohne die fiir den Embryosack eigentliche Differen- 
zierung auszufiihren. In Fig. 21 liegen dreizehn Kerne ganz regellos 
im mittleren Teile des Embryosackes. Ein uberkerniger Embryosack, 
der in Fig. 20 vergegenwartigt ist, ist merkwiirdig darin, dafi dort 
Polaritat und Ditferenzierung ziemlich klar erscheinen. In der Mikro- 
pylargegend befinden sich vier Zellen, von denen aber keine die fiir 
den Eiapparat charakteristische Ditferenzierung aufweisen. Nur 
eine Zelle davon hat einen gesunden Kern, wahrend andere drei je 
einen stark farbbaren, schon degenerierten Kern enthalten. Dar- 
unter liegt eine grdfiere Zelle, deren zwei Kerne wahrscheinlich den 
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Polkernen entsprechen. Im charazalen Teile finden wir fiinf anti- 
podale Zellen. Noch ein anderer Fall von Unregelmafiigkeiten ist in 
Fig. 23 gezeigt worden, wo drei Polkerne miteinander in Beriihrung 



Fig. 13-23. Embryosackbildung in der tripl iden Form von Inula hritannica subsp. 
japonica. 13. E.M.Z. in Diakinesestadium. 14. Interkinese, wo eine Scheidewand 
gebildet ist. 15. Vier Megasporen, davon die zwei mittleren je einen Zwergkern 
enthaltan. 16. Einkerniger Embryosack. Der Kern weist Prophase fur die erste 
Kernteilung im Embryosacke auf. 17. Zweikerniger Embryosack. 18. Vierkerniger 
Embryosack. 19. Fertig gebildeter Embryosack. 20. Abnormal gebildeter, 11 kern- 
iger Embryosack. 21. A bnormaler Embryosack ; J3 Kerne liegen im mittleren Teile 
des Embryosackes. 22. Eigenartiger, 8 kerniger Embryosack. 23. UnregelmaBiger 
Embryosack, wo drei Polkerne in Beruhrung treten. ca. x600. 
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treten. Zuweilen unterbi-echen die Embryosacke ihre Entwicklung 
in den vierkernigen oder, wenn auch nur selten, in den noch friiheren 
Stadien, und sie zeigen verschiedene Degenerationsvorgange. 

Ich konnte bis jetzt weder die zum Embryosacke eindrangende 
Pollenschlauche noch die Embryobildung im fertigen Embryosacke 
finden. Die Sterilitat dieser triploiden Pflanze ist also, wie oben 
erwahnt, sowohl auf die Unregelmafiigkeit in der Pollenbildung als 
auch auf die in der Embryosackbildung zuriickzufuhren. 

Viele Beispiele der Triploidie warden, wie schon wohl bekannt, 
in den Kultur- oder Zierpflanzen von verschiedenen Forschern ge- 
funden, namlich: Morus (Usawa ’20), Canna (Belling ’21), Rosa 
(Tackholm ’22), Rubus (Longley und Darrow ’24), Hyacmthus 
(Belling ’25), Tulipa (db Mol ’25), Zea (Randolph und McClin- 
TOCK ’26), Solanum (Lesley ’26, Rybin ’29, Janaki-Ammel ’32), 
Primula (Iinuma ’26), Prunus (Darlington ’26, Okabe ’27), Nar- 
cissus (DE Mol ’26, Nagao ’29), Malus (Rybin ’27, Nebel ’29), 
Nicotiana (Avery ’29, East ’33), Daphne (Takenaka ’31), Oryza 
(Nakamori ’32), Calycanthus (Sax ’33), Aconitum (Apipy ’33) 
Ananas (Collins ’33), Crocus (Karasawa ’33) Musa (Cheeman 
und Barter ’35) Chrysanthemum (Shimotomai ’37) . 

Es gibt aber noch andere Pflanzengruppen von wildwachsenden 
triploiden Pflanzen. Zur einer von diesen gehoren Hemerocallis fulva 
und H. cUsticha (Belling ’25, Takenaka ’29), Iris japonica. (Kazao 
’28), Lycoris radiata und squamigera (Nishiyama ’28, Takenaka 
’31), Rumex Acetosa (Ono und Shimotomai ’28), Lilhmi tigrinum 
(Takenaka und Nagamatsu ’30), Allium nutans und A. carinatum 
(Levan ’31, ’33) , Thea sinensis var. macrophylla (Karasawa ’32) , 
Disporum sessile (Hasegawa ’33), Paris quadrifoUa var. obovata 
(Haga ’34), Convallaria Keiskei (Stow ’34), Fritillaria camschat- 
censis (Matsuura ’35), Adenophora hakusanensis (Matsuura und 
SutO ’35), Hosta clausa (Yasui ’35), und die diesmal von mir unter- 
suchten Saxifraga und Inula. Die Samenfertilitat dieser Pflanzen 
ist meistens sehr niedrig. Sie vermehren sich nur ungeschlechtlich, 
d.h. dureh Auslaufer, Knollen, Zwiebeln oder Brutknospen. Bei 
einigen Fallen, z.B. Rumex ist aber die Samenfertilitat nicht so 
niedrig. Sie wurden schon ein sehr giinstigen Material fiir die zyto- 
genetischen LFntersuchungen (Ono ’35). 

Zur zweiten Gruppe der wildwachsenden triploiden Pflanzen ge- 
hdren eine Reihe der apomiktischen Arten in der Gattung Taraxacum, 
Erigeroh, Ixeris, Hieracium, Chondrilla, Antennaria, E%ipatorium, 
SorbUs, und Poa. 

Die Konjugation der Chromosomen in der Reduktionsteilung der 
triploiden Pflanze ist von grofisr Bedeutung. Wenn die Pflanze mit 
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drei homologen Genomen aufgebaut ist, so kann man gewohnlich eine 
Anzahl von Trivalenten in der ersten Metaphase ,der Reduktions- 
teilung erkennen. Bei den meisten Fallen der obengenannten tri- 
ploiden Pflanzen wurde das Auftreten von Trivalenten nachgewiesen. 
Also ist es anzunehmen, dah die groBe Mehrzahl der triploiden Pflan- 
zen autotriploid ist. 

Zusammenfassung 

1. Die folgenden somatischen Chromosomenzahlen warden 


nachgewiesen. 

Saxifragn stolonifera .................. 54 (Triploid) . 

aS. stolonifera var. viridifolia 36 (Diploid). 

S. stolonifera var. leucofieura 36 (Diploid). 

Inula britannica siibsp, japoriica eine Form. 16 (Diploid), 

eine andere Form 24 (Triploid). 


2. Die Reduktionsteilung in den Pollenmiitterzellen dieser di- 
ploiden Pflanzen geht mit reduzierten Chromosomenzahlen normal 
vor sich. 

3. In der ersten Metaphase der Reduktionsteilung der triploiden 
Pflanzen treten einige Trivalenten auf, was auf die Autotriploidie 
dieser Formen zuriickzufiihren ist. 

4. Die Embryosackbildung in der triploiden hmla wurde unter- 
sucht. Verschiedene Abnormalitaten z.B. Degeneration des Embryo- 
sackes, Verlust von Polaritat und Differenzierung warden nach- 
gewiesen. 

Zum Schlufl mochte ich Herrn Prof. Dr. M. Tahara meinen herz- 
lichen Dank fiir seine freundliche Unterstiitzung aussprechen. 

Biologisches Institut der Kaiserlichen 
Tohoku Universitat, Sendai. 
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Intergeneric Hybridisation in Cichorieae, III. Fertility and chromo- 
some variations in Fi and F2 progeny of Paraixeris denticalata 
and Crepidiastrum lanceolatam var. latifoliwn 

By 

Humihiko Ono 

Division of Genetics, Bot. Inst., Tokyo Imp. Univ, 

Some results obtained from genetical and cytological studies on 
Fi hybrids of ParoJxeris denticidata and Crepidiastritm> lanceolatum 
var. latifoUum have been given in the second paper of this series 
(Ono and Sato, 1935), and these showed that some of the artificially 
synthetized hybrids were entirely similar morphologically and cyto- 
logically to Paraixeris denticidatoplatyphylla which had been des- 
cribed by T. Makino (1917) as a species and considered by him 
as having probably arisen from natural hybridisation between 
Paraixeris denticulata and Crepidiastrum lanceolatum var. latifolmm. 
The Fi hybrids were quite normal in meiotic behaviour and produced 
healthy pollen grains. 

The aim of the present work was to observe the fertility of the 
Fi hybrids, and the external morphology and chromosome constitu- 
tions of F 2 progeny which have resulted from the regular segrega- 
tion of all the heteromorphic pairs of chromosomes of the Fi hybrids. 

Material and method 

Some Fi achenes of Paraixeris denticulata x Crepidiastrum 
lanceolatum var. latifolium were obtained in the fall of 1933, and 
sown in the spring of the next year. Eleven of the Fi plants flowered 
in the fall of 1935 and were used for the present investigation. These 
plants were kept isolated in a wooden frame and left there for open- 
pollination. Achenes thus obtained were sown in the spring of 1936, 
in an earthenware germination tester, and the seedlings were trans- 
planted in 6 inch pots. The root-tips of these plants, after about two 
months growth, were fixed with Navashin’s fluid. In dehydrating 
and imbedding, Randolph’s schedule (1935) was adopted with fairly 
good results. Paraffin sections were made in 10 p thickness, and 
stained by Newton’s gentian-violet iodine method. Drawings were 
made by the aid of camera lucida at a magnification of 90/20. 


1) Contributions from the Divisions of Plant-Morphology and of Genetics, 
Botanical Institute, Faculty of Science, Tokyo Imperial University, No. 182. 


636 


H. Ono 


Cytologia, Fujii jub voj. 


Observations 
Fertility of the Fi hybrids 

It has been previously proved that Paraixeris denticulata is 
nearly completely self-sterile and the hybrids of this species and 
Crepidiastrum lanceolatiim var. latifolmm are partially self-sterile 
(Ono and Sato, 1935) . In 1935 the eleven Fi plants -were placed in one 

wooden frame and 

Table 1. Number of aehenes obtained from 11 free pollination thus 

Fi hybrids „ 

■ allowed to set F^j 

9 Fi plants (PdCl) 3 4 6 7a 7b 7c 9 10 12 achenes. The fer- 

Fo aehenes obtained 057 11 5 0 11 6 tility of these Fi 

hybrids was proved 

to be quite low, as far as the present observation is concerned. The 
number of achenes thus obtained are shown in Table 1. The causes 
of such a low fertility will be considered later on (p. 537). 


4 Pi plants (PdCl) 

4 

6 

7a 

12 

Acbenes sown 

5 

7 

11 

6 

F2 seedlings obtained 

3 

6 

2 

4 



Germiaation of the Fa achenes 

In the November of 1935, a part of the Fa achenes obtained in 
the same year were sown in the germination tester, but no seedlings 
were produced. It was not certain whether the achenes had no 
germinating power from 

the beginning, until by Table 2. Number of Fa seedlings 

analogy with the fact that 4 pj plants (PdCi) 4 6 7a 12 

the achenes of Paraixeris ;; ;; ^ 

, . , , , . • Acbenes sown 5 7 11 6 

aenticiilata have a resting F 2 seedlings obtained 3 6 2 4 

stage of about 5->6 months 

the supposition occurred that the hybrid achenes might have also 
about the same dormant period as the parent.. As was expected, the 
rest of the 1935 F 2 achenes sown in June, 1936, in the germination 
tester showed a power of germination and the number of the seedlings 
thus obtained is shown in Table 2. 

Morphology of the F2 plants 

Although the Fo plants are not yet matured, there is a con- 
siderable variation in their external morphology even in the early 
stage of development. Some of them (PdCl 4-1, 6-1, 6-2, 6-4, 6-6, 7a- 
2) are similav to Cre'pidiastrim lanceolatiim var. latifolhim, and the 
others to the Fi hybrids. But it is to be noted that no individuals 
similar to Paraixeris denticulata are observed. These young Fo 
plants are seen in Fig. 1. 


1937 


Intergeneric hybridisation in Cichorieae, IIL 


537 













c 

Fig. 1. External morphology of Fo plants : A, an individual similar to Crepidiastrmn 
lanceolatum var. latifolmw,, B, C, intermediate individuals, the latter more re- 
sembling Pmma;ens X^/o. 

Somatic chromosomes of the F 2 plants 
To analyze the chromosomal constitutions of the Fo plants the 
somatic chromosomes of the following 10 plants were examined: 
PdCl 4-2, 6-1, 6-3, 6-4, 7a-l, 7a-2, 12-1, 12-2, 12-8, and 12-4. 

Table 3, Chromosome constitutions of F 2 plants 


10 F 2 plants (PdCl) 


4-2 6-1 6-3 6-4 7a-l 7a-2 12-1 12-2 12-3 12-4 


u » w 

*4-1 O 

o g 


Crepidiastmim lanceo- 
latum var. latifolium 

Paraixeris denticulata 


The satellite chromosome from Crepidiastriim lanceolatum var. 
latifolmm and the smallest chromosome from Pamixeris denticulcita 
could easily be distinguished in these hybrids. But the discrimina- 
tion of other chromosomes was only possible after a careful examina- 
tion of many plates had been made. The chromosome constitutions 
of the examined plants showed a variation, as is seen in Tiable 3 
and Fig. 2. 

Discussion 

As previously described (Ono and Sato, 1935), the Fi hybrids of 
Paraixeris denticulata and Crepidiastriim lanceolatum var. latifolium 
were proved to be quite regular in their meiotic behaviour and con- 
sequently their pollen grains were all normal, though their parents 
show quite a conspicuous difference in their external morphology with 
some contrasts in their chromosome size and behaviour. It may be 
reasonably concluded, therefore, that the mode of meiosis has no 
causal relation to the low fertility of the Fi hybrids, though the 
problem of pairing of chromosomes and their homology must be 
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taken into consideration in this respect. It is probably correct 
though premature to surmice, that the low fertility of the Fi hybrids 
in the present case may be attributed to some physiological condi- 
tions, such as; 1) the fact that when the plants were placed isolated 



Fig. 2. Chromosome morphology of F 2 plants. A, PdCl 4-2. B, 6-1. C, 6-3. D, 6-4. 
E, 7a-l. P, 7a-2. G, 12-1. H, 12-2. I, 12-3. J, 12-4. Chromosomes designated by 1, 
2, 3, 4 or 6 are derived from Crepidiastrum lanceolatum var. latifolmm and those 
designated by a, b, c, d or e are from Paraixeris denticulata. x3150. 

in the frame, without any artificial pollination, there may be only a 
small chance of cross-pollination, and 2) the genic conditions. As 
already mentioned above, no individuals entirely resembling 
PojTaixcris deTiticula-ta were found, although there were individuals 
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similar either to Crepidiastriim laneeolatum var. latifolmm or to the 
Fi hybrids. This fact seems to show that in these cultural conditions 
self-fertilization had chiefly taken place and that there are genes in 
certain chromosomes from Paraixeris denticulata to prevent self- 
fertilization (cf. East and Mangelsdorf, 1925). 

The investigation of somatic chromosomes of the F 2 plants 
showed that the random separation of the heteromorphic pairs in the 
first meiotic division of the Fi hybrids may have taken place and 
that all combinations of chromosomes of the two parental sources 
may have been produced. The correlations between the external 
morphology of the F 2 plants examined and their chromosomal con- 
stitutions were also recognized. The full description of this will be 
left until after the further investigations have been carried out. 

Summary 

Eleven hybrids of Paraixeris dentictdata and Crepidiastmm 
laneeolatum var. latifolium were kept isolated in one wooden frame 
to allow pollination to take place freely. In this case their fertility 
was very low which may be due to the physiological conditions, 
especially to the genic one causing the self -sterility of the female 
parent. 

There is a considerable diversity in both the external morphology 
of the Fo plants and their chromosome constitutions. The correla- 
tion between the external morphology and chromosomal constitutions 
in the F^ plants examined was observed. 

The writer wishes to acknowledge his sincerest thanks to Dr. 
Y. Sinoto for his valuable criticism and encouragement during the 
course of this investigation. 

Literature 

East, E. M* and Mangelsdorf, A* J, 1926. A new interpretation of the hereditary 
behavior of self-sterile plants. Proc. Nat. Acad. Sci., 9 : 166-171. 

Makino, T. 1917. A contribution to the knowledge of the flora of Japan. Jour. Jap. 
Bot., 1 : 11-14. 

Ono, H, kaj Sato, D. 1936. Intergenra hibridigo en Cichorieae, II. Hibridoj de 
Crepidiastrum laneeolatum var. latifolium kaj Paraixeris denticulata, Jap. 
Jour. Genet., 11 : 169-178. 

Randolph, L, P. 1936. A new fixing fluid and revised schedule for the paraflin method 
in plant cytology. Stain Techn., 10: 96-96. 



540 


Cytologia, Fujii jul). vol. 



i 


The Significance of Experimental Parthenogenesis for 
the Cell-hiology of To-day 

By 

Ernest Everett Just 

Department of Zoology, Howard University, Washington, D. C. 

I 

In the last seventy years many changes have taken place in 
biology and especially in that branch of it which this journal covers. 
The scope of Cytologia, embracing all aspects of cell-study, indicates 
a point of view which surveys a larger domain than that encom- 
passed by those who envisage cytology as restricted to the structure 
and behavior of only one component of the cell. We seem now to 
have reached a point where we turn again from particle-conceptions, 
as the gene-theory for example, of living matter, — as earlier we 
abandoned the theory of the biogen-molecule, — ^to the older concep- 
tion of the cell as the unit of structure and of function. This return 
is no retrogression; it indicates rather the need for a synthesis of 
the vast number of particularistic studies and for a biological philo- 
sophy which recognizes the organization of living matter by which 
the living thing is set apart from the non-living. The like shifting 
in conceptions to be noted in physics of to-day implies that all natural 
science approaches a new day. We thus are impelled to mark the 
way along which we have come and to reckon the place where we 
now stand. 

In these seventy years of cytological study falls a period in 
which experimental parthenogenesis flourished like a green bay tree. 
Indeed, it seemed for a time to promise to rise to the proportions of a 
biological discipline. But it passed, having bloomed a little hour or 
two. In this short time it had taken to itself pretensions which 
proved to be vain, had gone too far in a mechanistic (but in no sense 
physical) direction and had given rise to unfounded hopes that the 
grand problem of life had been solved. That it now has no longer 
great vogue, is owing not so much to the biologists^ craving for new 
modes as to the conceptions derived from it by its foremost student 
— conceptions which in the light of our knowledge of biological 
processes generally, of the organization that characterizes living 
matter, and of the relation of a living cell to its environment, we had 
to abandon. Nevertheless, the work on experimental parthenogenesis 
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had hidden worth. I propose to show in the following’ pages that 
it has significance for present-day cytology. Since the facts are so 
well known, only a brief resume of them is gWen. 

II 

In 1876 Richard Greef reported that he had observed the 
parthenogenetic development of the eggs of a starfish, Asteracanthion 
(Asterias ) , to the gastrula-stage. The larvae obtained were vigorous 
and corresponded thoroughly with those developed from fertilized 
eggs. Since Greef had taken every precaution against the accidental 
presence of spermatozoa, since further the animals from which the 
eggs came gave no evidence of being hermaphroditic,'^' and since, as 
he had learned before, fertilized eggs reach first cleavage in one to 
two hours after insemination, whilst these parthenogenetic ones 
cleaved first only at ten to twelve hours after having come into sea- 
water, he was certain that he had observed a true case of partheno- 
genesis. That he had induced parthenogenesis and had not followed 
a normally parthenogenetic development seems to me to be beyond 
question. Thus without knowing it he was the first to induce 
parthenogenesis in marine eggs. Evidence may be adduced upon 
which this Judgment is based. 

In the first line I place Greef’s work itself. The observed great 
difference between the fertilized and the parthenogenetic eggs with 
respect to the time when they reach first cleavage ■ points strongly 
to an experimental induction of development. This was probably 
brought about by an altered condition of the sea-water. If the eggs 
were crowded, carbon dioxide was present in high concentration. At 
the time of year, the beginning of May, when the observations were 
made, the water in the vessels containing the eggs most probably 
rose in temperature, in the absence of any precautions taken against 
such rise. Or, if the eggs were kept in uncovered vessels, evapora- 
tion took place. Any one of these possibilities, all well-known means 
for inducing parthenogenesis in starfish eggs, would account for 
Greef’s results. 

Secondly, later work on this egg may be considered. In reading 
0. Hertwig’s report on his observations made fourteen years after 
Greefs, on the egg of Asterias glacialis and especially on that of 
Astropecten, one is struck more by his failures than his successes to 
obtain parthenogenesis. Were the eggs of these two starfishes 
normally parthenogenetic, he would have secured a higher per cent. 


1) Hermaphroditism among starfish is rare. See Retzius, 1911, Vol. 16 of his 
collected works ; and Buchner, 1911, Zool. Anz. Vol. 38. 
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of development; also, the development would have gone farther and 
would have more closely resembled that of fertilized eggs. Three 
years earlier, when he attempted to observe parthenogenesis in the 
eggs of Asterias and thus to repeat Greef’s work, he had either 
changed or aerated the sea-water, so that the sea-water neither in- 
creased in hypertonicity nor in temperature nor did it become 
charged with carbon-dioxide. At this time he failed completely to 
secure development beyond the establishment of the definitive egg- 
nucleus. In other words, the eggs, as is normal for them, merely 
completed maturation in the sea-water. In the later experiments 
where he observed parthenogenetic developmnt, he does not mention 
having protected the eggs against changes in the sea-water. The 
one egg that reached the blastula-stage, though seemingly normal in 
outward appearance, lacked the separated membrane so characteristic 
of the fertilized egg and of that which has been induced to develop 
by means of treatment with CO 2 or with increased temperature. 
This observation on the single blastula obtained strongly indicates 
in the light of my experience that Hertwig induced parthenogenesis 
by means of sea-water made hypertonic through evaporation (Just, 
1928a). 

The strongest evidence that both Greef and Hertwig induced 
parthenogenesis experimentally in these eggs lies in the fact that 
although starfish eggs are extremely responsive to experimental 
means, no one since has succeeded in demonstrating that they are 
normally parthenogenetic. My experience with the egg of Astro- 
pecten convinces me that it resembles those of three species of 
Asterias which I have studied, and that its classification as a normally 
parthenogenetic egg is unwarranted. 

Since Greef, many workers have contributed largely to the litera- 
ture on experimental parthenogenesis. In these contributions the 
results obtained, that is, the stage of development reached by the 
experimentally treated eggs, are so varied that at first thought they 
seem to defy reduction to a common basis where explanation might 
be possible, For instance, an agent which produces almost no change 
in an unfertilized egg, as revealed by the egg’s capacity to respond 
with normal development when inseminated, is often called a 
parthenogenetic agent. Or the so-called parthenogenetic agent in- 
duces membrane-separation only, stimulating the egg only to the 
extent that fertilization is now impossible. In other cases the 
changes induced are so injurious that the egg does not develop though 
it retains capacity to fertilization, after which its development is 
abnormal. Or the agent induces cytolysis which begins sooner or 
later depending upon the agent’s degree of toxicity. Whenever the 
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changes induced, either because of the nature of the agents themselves 
or the method with which they are used, do not lead to development, 
they should not be called parthenogenetic. And certainly death 
changes, i.e., cytolysis, should be placed beyond the limits of the 
meaning of the term, the initiation of development (Just, 1920). 

If we eliminate these studies of this kind on eggs, we reach a 
point whence we may view our problem with sharper definition. 
First of all, this elimination enables us to define experimental 
parthenogenesis as the development of an egg initiated by means 
other than the living spermatozoon to at least the normal larval 
stage. Within the limits set up by this definition, we can make the 
following summarized statement which covers all cases of partheno- 
genesis experimentally induced in animal eggs: 

1. Only when they are in their normally fertilizable period — 
in the germinal vesicle-, first maturation-, second maturation-stage 
or after complete maturation — do eggs respond to experimental 
means. 

2. For all eggs one means acting alone — as heat, cold, acids, 
hypotonic sea-water, hypertonic sea-water, etc., — is sufficient. Eggs 
of sea-urchins are no exception to this rule for they respond to suf- 
ficiently strong hypertonic sea-water as well as, if not better than, 
to the double treatment of butyric acid and hypertonic sea-water 
(Just, 1922a). 

3. Hypertonic sea-water is most generally effective although 
the result is not the same qualitatively for each species of egg. 

4. No experimental means is limited in its action to eggs of 
one fertilization-class only. 

No. 4 requires comment. If we arrange eggs on the basis of 
their fertilization-moment in four classes, we do not find that for each 
of these classes one special treatment is alone successful. Heat, for 
example, is as successful on the egg of Nereis in the germinal vesicle 
stage as on that of Chaetopterus or of Ciimingia, both in the stage of 
first maturation. On the other hand, eggs of the same fertilization- 
class do not always respond to the same means. Hypertonic sea- 
water does not induce cytoplasmic division in the egg of Nereis, but 
does in the egg of Mactra, which like that of Nereis is fertilizable in 
the germinal vesicle stage. Acid-solutions in sea-water fail to 
initiate development in the egg of Nereis; they call forth development 
in the egg of Tholassemma, fertilizable like that of Nereis in the 


germinal vesicle stage. Moreover, consider the egg of the starfish. 

It responds best when in that stage, first maturation, which is fj 

optimum for its fertilization. Carbon-dioxide, butyric acid or heat 
alone is sufficient for eliciting complete response: membrane-separa- 
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tion, cleavage and vigorous larvae. Butyric acid alone, however, does 
not initiate development in other eggs fertilizable in any stage of 
maturation. Shaking, which suffices for the induction of development 
of the starfish egg, is without effect on other eggs fertilizable in the 
same stage, though in the egg of Nereis it does cause the break-down 
in the ectoplasm and the dissolution of the germinal vesicle (Just, 
1915 ). 

Ill 

As far as we know, normal development, whether initiated 
by spermatozoon or induced by known experimental means or by 
unknown natural conditions, proceeds in the same way, namely, with 
nuclear divisions and the sundering of the cytoplasmic mass into 
cells. Unfortunately, we have neglected to make nice studies on the 
differences in the development of two sets of eggs from the same 
animal, one set fertilized and the other treated with some means of 
inducing parthenogenesis — such differences, for example, that would 
reveal themselves in the size of cells and in the time and place of 
their appearance in an egg whose cell-lineage is known. Some 
differences, as rate of cleavage, we know ; others, indicated for the 
earlier stages of development, are doubtless due to the fact that the 
experimental treatment never quite duplicates the action of the sper- 
matozoon. But even if we assume that fertilized and partheno- 
genetically developing eggs, both in the induced and in the naturally 
occurring process, differ in their course of development, we know 
certainly that by either fertilization or parthenogenesis, if develop- 
ment is complete, an adult animal emerges through a succession of 
nuclear and cytoplasmic division. Despite any differences, there- 
fore, that may occur during the developmental process, the beginning 
stage is always that of initiation of nuclear and cytoplasmic division, 
the end stage always the adult form. The question thus arises as to 
the nature of the calling forth of the nuclear configuration through 
whose subsequent rhythmical behavior together with cytoplasmic 
cleavage the end-stage is attained. The initial action of spermato- 
zoon and of experimental means being different, and differences in 
action obtaining between one means and another, the question at 
issue is ; do these differences persist so that the calling forth of the 
process of nuclear and cytoplasmic divisions springs from various 
causes or do these means, whatever they are, act in the same way 
to set up the division-process ? I suggest that they act in the same 
way. Let us briefly review the experimental findings. 

In sea-water sufficiently hypertonic to induce development, eggs 
of any species which respond to such treatment rapidly and directly 
lose water. The minimum hypertonicity capable of calling forth 
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development in sea-urchins’ eggs does not bring about a sharply 
defined shrinkage of the eggs from their vitelline membranes (Just, 
1922b) ; only in stronger hypertonic solutions does this egg shrink 
from its membrane. All other eggs shrink in hypertonic solutions 
to such an extent that their vitelline membranes no longer adhere 
to the cytoplasmic surface. On return to normal sea-water, the eggs 
take up water but with respect to their equilibrium with the sea- 
water they do not return to the untreated condition but establish 
equilibrium at a new and different level. 

In hypotonic sea-water eggs take up water and increase in 
volume. If the degree of dilution is effective (Just, 1930a), the 
rapid intake of water induces break-down of the eggs’ surface- 
cytoplasm and rapid distension of their vitelline membranes. Re- 
moved to normal sea-water they quickly diminish in volume but do 
not regain their previous state because of the complete break-down 
of the surface, i.e., complete ectoplasmic changes. They come again 
into equilibrium with the surrounding sea-water, but this, owing to 
the altered surface-structure, is at a new level. 

After having been properly exposed to effective acids in optimum 
concentration in sea-water, eggs, on return to normal sea-water, 
separate their vitelline membranes. That is, the acid treatment in- 
duces a change which brings about the subsequent break-down in 
the surface-cytoplasm. With the processes of restitution by which 
a new surface-layer forms, the eggs come into a new equilibrium 
with the sea- water. 

Warm sea-water when effective causes immediate break-down in 
the surface-layer (Just, 1915). Puncture of the frog’s eggs 
presumably leads also to ectoplasmic break-down. Radiation, as of 
ultra-violet, (Just, 1933b, 1933c), brings about ectoplasmic break- 
down. In these cases as in the others given above, the surface- 
structure is altered and thus the equilibrium between egg and sur- 
roundings is different from that which existed before the treatment. 

Also after fertilization, an egg having undergone complete ecto- 
plasmic changes does not return to the state which it had before 
fertilization with respect to its equilibrium with the sea-water. It 
shows instead a marked difference. With its altered surface-layer, 
the fertilized egg establishes a new equilibrium with the sea-water. 
Fertilized eggs exhibit in their reaction to environmental influences 
rhythmical changes of resistance and of susceptibility that are greater 
than those shown by the unfertilized egg (Just, 1922c, 1928b) . What 
few data we possess on the subject indicate that during the cleavage- 
cycle of an egg induced to develop by a parthenogenetic means the 
same rhythm obtains. Thus here the fertilized egg resembles eggs 
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having had experimental treatment which induced development. 

Briefly stated, the case stands thus: sea-urchins’ eggs induced 
to develop by weak hypertonic solutions lose water without complete 
ectoplasmic break-down, which is however induced by stronger 
hypertonic solutions. All other eggs respond to experimental treat- 
ment as well as to the spermatozoon with complete ectoplasmic break- 
down and thereby lose water. Thus movement of water follows as 
an effect of stimulation. In the stimulation of other cells also, as 
muscle-, nerve-, and gland-cells, movement of water is concerned. In 
view of the importance of water as part of cytoplasmic structure and 
behavior and as the compound present in greatest quantity in living 
cells, this point should be emphasized. 

Structurally, the ectoplasm is a series of minute chambers of 
superficially located ground-substance filled with explosive material. 
When stimulated, best by sperm-contact, not ever to the same degree 
by experimental means, this unstable material is exploded. There 
remain the ectoplasmic chambers, seen in section as a palisade of 
threads, prolongations of the ground-substance. This, the complete 
ectoplasmic break-down which I have so often described, concerns 
material in the ectoplasm and does not mean complete disintegration, 
loss, of the whole ectoplasm. It cannot in any way be considered 
“superficial (or incipient) cytolysis”. Following loss of the exploded 
material, the ectoplasm at once builds up a new surface-structure. 

The new egg-sea-water equilibrium is established by these 
structural changes in the ectoplasm ; these changes do not reverse 
themselves and the egg does not return to the physiological state 
previous to treatment or to fertilization. These same changes 
sharply set off the developing egg, also with respect to water-move- 
ments, from the untreated and the unfertilized. Since the egg loses 
and gains water concomitantly with each cleavage-cycle, one cannot 
say that with break-down of substance in the ectoplasm it becomes 
permanently dehydrated. Rather, a momentary water-loss as a 
consequence of the stimulus of inducing means or of the spermatozoon, 
brings about a change to a new level with respect to equilibrium 
with the surrounding medium, and on this new level the ensuing 
rhythmical process of water-entrance and water-exit, which accom- 
panies the developmental process, takes place. 

The rhythmical movement of water during the cleavage-cycle 
into and out of the egg undoubtedly means a movement of water from 
place to place within the egg; and this in turn means local and tem- 
porary hydrations and dehydrations (Just, 19S0a, 1930b). These 
redistributions of water even in minute intracellular dimensions create 
conditions favorable for reactions. One visible structure of the cell 
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which in addition to the ectoplasm exhibits rhythmical changes dur- 
ing the cleavage-cycle is the nucleus; its break-down and reforma- 
tion is indeed the criterion used for defining the cleavage-cycle. The 
establishment of the mitotic complex constitutes the index of the 
completion of the initial stage of development. And I suggest that 
in all modes of initiating development, that of experimentally induced 
and naturally occurring parthenogenesis as well as that of fertiliza- 
tion, the establishment of the first mitotic figure is brought about by 
a dehydration of some constituent of the ground-substance or as the 
result of a reaction between nuclear and cytbplasmic ground-substance 
brought about by dehydration. In other words, the mitotic figure is 
either expressly a dehydration-formation or the result of a reaction 
rendered possible by dehydration. I conceive the situation as follows : 
in the resting egg this material in the ground-substance is spatially 
diffused; with the process of parthenogenesis or of fertilization it 
becomes aggregated — ^in parthenogenesis and in some cases of fertili- 
zation around the egg-nucleus, in most cases of fertilization around 
the sperm-nucleus. What we see as asters and as spindle may not 
be this material but only the sign of its activity. I have some 
evidence for this statement. 

The hypothesis — and more cannot be proffered in the present 
state of our knowledge — is wholly consistent with the established 
facts as far as one can reduce them to order. According to it the 
most important factor in all modes of initiating development is a 
dehydration-process affecting directly or indirectly the ground-sub- 
stance’^h In all cases of the initiation of normal development, 
dehydration begins in the ectoplasm. This fact is decidedly signifi- 
cant for the appreciation of the role of the ectoplasm in the initia- 
tion of development. 

Ectoplasmic changes alone, as I have shown above, are not ex- 
perimental parthenogenesis. There are eggs that respond to treat- 
ment with membrane-separation but do not develop farther. By 
denominating the changes which call forth membrane-separation 
experimental parthenogenesis, workers have confused this already 
difficult subject by making such membrane-separation in eggs that 
do not cleave, synonymous with complete development. This mis- 
conception arose out of our knowledge that normal development — 
both in fertilization and in parthenogenesis — always begins with 
some visible changes at the egg-surface. But these are but a reliable 
indicator for the quality of the development, if this ensues; they 
do not of themselves determine that development will follow. That 

1) Delage in 1901 promulgated a dehydration-theory of fertilization; but this 
differs from the one here presented. 
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there are such cases of ectoplasmic changes without subsequent 
development on the one side and that the sea-urchins’ egg after 
treatment with weak hypertonic sea-water develops without com- 
plete break-down of ectoplasmic substance on the other, warns us 
against attributing the cause of experimental parthenogenesis 
directly to physical changes at the egg-surface, i.e., to membrane- 
separation. Only when these changes at the egg-surface facilitate 
the subsequent rhythmical phenomena that comprise the develop- 
mental process does complete development follow. 

The significance of the method of calling forth development in 
sea-urchins’ eggs with butyric acid and hypertonic sea-water lies in 
the fact that through the action of butyric acid in calling forth 
membrane-separation, cleavage and larvae are qualitatively better 
than those that result from treatment by weak hypertonic sea-water 
alone; development is thereby improved. By the action of stronger 
hypertonic sea-water, which singly acts as butyric acid and weak 
hypertonic sea-water together, development is also improved. On 
the other hand, whenever the ectoplasm is injured, membrane-separa- 
tion is impaired and development is vitiated. For eggs generally 
it holds that that experimentally induced parthenogenetic develop- 
ment is best which sets in with most normal ectoplasmic changes. 
Far from being an exception to be explained away, the case of sea- 
urchins’ eggs in responding to treatment with the weak hypertonic 
sea-water without membrane-separation and with poor quality of 
development reveals clearly what other eggs more sensitive in their 
ectoplasmic response to experimental means do not: the ectoplasmic 
changes are significant for the development in prospect. Again, as 
in fertilization, we see that the quality of development depends upon 
the quality of these initial ectoplasmic changes. 

IV 

The suggestion that in the initiation of the egg’s development, 
in both parthenogenesis and fertilization, dehydration plays the lead- 
ing role by no means pretends to state in final terms the manner 
in which either spermatozoa or experimental means bring about the 
development. Moreover, whereas evidence indicates that fertiliza- 
tion is a chemical union between an egg-substance and the sper- 
matozoon, the diversity of experimental means, — as the extremes, 
heat and cold or hypo- and hyper-tonic sea-water, for example, — 
and the lack of any common factor to which we could relate their 
efficacy, forces us to assume that the initial action of the experi- 
mental means is physical. But the end-result, however initiated, is 
the same — a rhythm of mitosis and of cytoplasmic cleavage which 
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leads to embryo-formation. The conclusion is therefore clear: the 
egg, like many another living cell — nerve or muscle, for example, — 
possesses independent irritability. It has full capacity for develop- 
ment. Neither spermatozoa nor experimental means furnish the 
egg with one or more substances without which the initiation of 
development would be impossible. 

Here lay at the same time the possibilities and the failure of the 
work on experimental parthenogenesis. Every single investigator 
who erred in ‘'proving” an external agent (or agents) to be the 
cause of development neglected an opportunity to extend our 
knowledge concerning that fundamental manifestation of living 
matter, its independent irritability (Just, 1930b). 

Thus experimental parthenogenesis far from being a solved 
problem invites further investigation because of its implications for 
the biology of cells generally. Every datum bearing upon the in- 
dependent irritability of living matter has significance for the 
cytologist who encompasses in his conception of the cell the sum- 
total of cellular organization. When therefore I emphasize, as I 
have done so frequently, ectoplasmic structure and behavior in vital 
manifestations (Just, 1931, 1932, 1933a), I do not overlook the fact 
that the protoplasmic system is the unit with which biologists deal 
(Just, 1936). The evidence, for the role of the ectoplasm in various 
biological processes, both normal and experimental, warrants this 
emphasis. Living matter is by chemical constitution and by display 
of physical attributes a derivative of non-living. It can never be 
divorced from its milieu. Our investigations of it, however much 
for purposes of more refined and exact study we abstract it from 
its surroundings, should never lose sight of the fact that the cell 
as organism is part with and of its environment. This relation of 
cell to outside world is revealed by protoplasmic irritability. This 
irritability is apparently bound up with hydration, as I have aimed 
to show in the foregoing, and the further investigations of the 
hydration-processes might very well establish it as the key-reaction 
of irritability. The highest expression of irritability reveals itself 
in the outer cell-boundary, the ectoplasm. 
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Uber eine triploide Pflanze von Chrysanthemum 

Von 

Naomasa Shimotomai> Hiroshima 
z.Z. Berlin-Dahlem 

Chrysanthemum frutescens ist als eine Zierpflanze in fast alien 
Landern kultiviert. Diese Pflanze ist aber cytologisch nur von 
Tahara (1914-1915, 1921) untersucht worden. Er fand, dafl bei der 
ersten Teilung in der Embryosackmutterzelle die nnivalenten und 
bivalenten Chromosomen ganz regellos anf der Spindel zerstreut sind. 
Er konnte daraus keinen SchluB ziehen, weil ihm die Bestimmung der 
Zahlen der nnivalenten und bivalenten Chromosomen und auch die 
der somatischen Chromosomen unmoglich war* Aber seine Beobach- 
tung zeigt die Tatsache, dafl diese Pflanze eine abnorme Eigenschaft 
haben mufl. 

Um die Arbeit Taharas zu erganzen, habe ich diese Pflanze 
untersucht. Die Wurzelspitze wurde mit Nawaschins Eixierimgs- 
flussigkeit fixiert und mit 
Newtons Gentianaviolett- 
losung gefarbt. Figur la 
zeigt die Chromosomen aus 
einer Zelle der Wurzel- 
spitze. Man erkennt mit 
Sicherheit 27 Chromoso- 
men, 3 mal 9, der Grund- 
zahl von Chrysanthemfitm. 

Die Meiose in den Pollen- 
mutterzellen wurde unter 
Benutzung von Eisen- 
Karminessiglosung Bel- 
LlNGs beobachtet. Bei der 
Metaphase der ersten Tei- 
lung treten immer triva- 
lente Chromosomen und auch univalente und bivalente Chromosomen 
auf. Die relative Zahl der dreierlei Chromosomen ist nicht bestimmt. 
Die trivalenten Chromosomen sind in der Zahl am grohten. Ihre For- 
men konnen, wie Figur lb zeigt, verschieden sein. Aus der oben 
geschilderten Beobachtung folgt, dafl diese Pflanze autotriploid ist. 

Chrysanthemum frutescens wachst wild auf den Kanarischen 
Inseln. Die im Garten als Chrysanthemum frutescens bekannte 



Fig. 1. Chrysanthemum frutescens (cult.), a, 
Chromosomen aus einer Zslle der Wurzelspitze, 
27 Chromosomen sichtbar. b, Seitenansicht der 
Metaphase der ersten Teilung in P-M.Z, Ver- 
groB. 2100 X, 



552 


N. Shimotomai 


Cytologin, Fujii jub. vol. 


Pfianze hat eine andere Form als die wilde; die Blatter sind grower 
und breiter, die Stengel hoher. Daher kann man nicht vermuten, 
dafi auch das wilde Chrysanthemum frutescens triploid sei. 

Schliefilich mdchte ich 
hier auch noch die Chro- 
mosomenzahl einer an- 
deren Art von Chrysan- 
themum von den Kanari- 
schen Inseln, namlich 
Chrysanthemum fiU fo- 
lium, hinzufiigen. Wie 
Figur 2 zeigt, betragt die 
gametische Chromosomen- 
zahl dieser kanarischen 
Pflanze 9. Die Meiose geht 
hier ganz normal vor sich. 



Fig. 2. Chrysanthemum filifoUum, Seiten- und 
Polansicht der ersten Teilung in P.M.Z. VergroB. 
2100 X. 


August 1936, Berlin-Dahlem 
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Chromosome Structure XI. 

Hordeum vulgar e L. and Secale cereale 

By 

M. L. Ruttle and B. R. Nebel 
Introduction 

At all stages of somatic mitosis a chromosome of Tmdescantia 
reflexa Raf. is optically divided into two more or less well-separated 
chromatids each of which is again resolvable longitudinally into half- 
chromatids. The half -chromatids which compose a chromatid are, 
from prophase until the following telophase, more closely approxi- 
mated than the chromatids which compose a chromosome. A chromo- 
some except at telophase and early interphase thus may be regarded 
as consisting of four discrete threads arranged in pairs. 

At metaphase in good preparations eight threads can be seen, 
visible multiplication of threads occurring at this stage. If actual 
multiplication occurs during interphase or prophase this can not be 
resolved with visible light until metaphase. By the division of the 
metaphase chromosome at anaphase the number of threads is again 
four. 

The number of threads per chromosome is the same in the last 
archesporial division as in any other somatic division. There are 
four threads clearly evident at the last pre-meiotic telophase, inter- 
phase and preleptotene prophase. Four threads per chromosome are 
present but less evident during leptotene and early pachytene, the 
threads having become closely re-associated at these stages. The 
four threads per chromosome are again clearly evident at diplotene 
and diakinesis. 

At first metaphase and anaphase although only four threads per 
chromosome were observed in Tradescantia, eight were observed in 
Trillium. There are also, most probably eight threads per chromo- 
some in Tradescmitia at these stages. This number was present at 
first telophase and during interkinesis. At second metaphase since 
no further multiplication of threads takes place there are still eight 
visible threads per chromosome which by the metaphase division of 
the chromosome becomes four threads at anaphase. The second 
anaphase chromosome thus resembles that of somatic mitosis. 


1) Approved by the Director of the N. Y. State Agricultural Experiment Station 
as Journal paper 169, August 20th 1936. 
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The coiling, thickening and approximation of the threads of the 
chromosome at the diiferent stages of the nuclear cycle account for 
the various appearances of the nucleus at these stages. 

The above presents in brief an outline of the results as regards 
the number of threads per chromosome obtained in a series of studies 
on chromosome structure in Tradescantia reflexa Raf. (Nebel, 1932; 
1933 a, b; 1935 and Nebel and Ruttle, 1936). The observation of 
such early workers as Merriman (1904, on Allium), Bonnevie (1908, 
figs, from Ascaris) and others and the findings of such later workers 
as Goodspeed, Uber and Avery (1935), Stebbins (1935), Sax and 
Sax (1935), Huskins and Smith (1934, and 1935) and others are in 
part corroborative. 

Since the results of Nebel and others apply principally to such 
very large chromosomes as those of Tradescantia it seemed desirable 
to extend the observations in regard to thread number to plants 
with somewhat smaller chromosomes. For this purpose the chromo- 
somes of barley, rye, and crocus were chosen for study. 

Material and Methods 

Anthers of Hordeum vulgare L., variety Alpha, of Seeale cereale 
L. and Crocus biflorm var. Weldeni albus were fixed for one to four 
hours in acetic acid alcohol 1 ;4, smeared and stained with iron-aceto- 
carmine (the carmine used was carmine alum lake). Fixation, for 
approximately 15 to 30 minutes previous to the acetic alcohol, in 
acetic-alcohol the alcohol of which was saturated with picric acid 
improved the staining quality of the fine threads in the archesporial 
and leptotene stages as well as in the different somatic stages obtained 
from the anther tissue. 

Permanent smears were made by the McClintock method except 
that clove oil or bergamot oil was introduced after the 100 per cent 
alcohol and just previous to mounting in euparol. Most drawings 
were made with the aid of camera lucida from impermanent slides, 
optics being 1.4 N.A. objective and condenser. Photographs were 
made and used to supplement the aceto-carmine material for draw- 
ings in order that the drawings should be as nearly photographic as 
possible. 

Observations 

Mitosis 

The number of threads in the chromosomes of barley and rye 
have been followed wherever visible in the various stages of somatic 
and meiotic mitosis. 

At somatic metaphase in barley there are fourteen elongate 
chromosomes with median, submedian or subterminal kinetochores. 
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One pair may be readily identified by the sharply constricted knobs. 
This pair appears to be the nucleolus-forming pair observed at 
pachytene (figs. 7 at a and 8 at 6) . One particular plant examined had 
a fragment which is evident at c in figs. 7 and 8, and at a, in fig. 11. 
In rye the somatic complex at metaphase is in general very similar 
to that in barley. The fourteen chromosomes have subterminal to 
submedian or median attachment constrictions. There is one pair 
each chromosome of which bears a large terminal knob. At meta- 
phase in both rye and barley the chromosomes usually stain heavily 
with aceto-carmine so that the number of threads per chromosome 
could not be observed. Occasionally more structure was observable 
as in fig. 20 at a and h, from rye. This shows each chromosome at 
metaphase four-partite. The relational coiling of the chromatids 
is also evident. 

As the chromosomes approach the poles at anaphase the structure 
becomes more apparent. The bi-partite structure of the anaphase 
chromosome was frequently visible. The quadripartite structure was 
less evident but at times showed clearly in late anaphase. Fig. 16 
shows three chromosomes from a late anaphase of rye, each of 
which shows four fine threads per chromosome. At telophase four 
threads per chromosome can frequently be seen especially when the 
chromosomes are viewed from the end as in fig. Tl, from barley. 
The four threads per chromosome were also clearly visible at this 
stage in both rye and crocus. In very late telophase the separation 
of the four threads except at the kinetochore and the formation of 
four-thread tracts may be observed. The four threads apparently 
may remain somewhat separated throughout early interphase and 
later become shoved together in pairs so that the chromosome tracts 
tend to appear bipartite throughout later interphase (fig. 18, from 
rye), early and later prophase (fig. 19, from rye) and prometaphase. 
These show unquestionably quadripartite granule groups at a even 
though the threads seldom appear visibly so in this material. Cor- 
respondingly the observed four-partite metaphase chromosomes from 
rye (fig. 20 at a and b) are most probably eight-partite as in Trade- 
scantia since four threads per chromosome are plainly discernible 
during late anaphase and early telophase (figs. 16 and 17) . 

Four threads per chromosome can also be observed at late second 
anaphase and at second telophase (fig. 15, from barley) , These 
stages are essentially mitotic and in consequence further indicate 
the somatic number of threads per chromosome. 

Archesporial cells and nuclei of rye were more easily obtained 
than those of barley. The last premeiotic telophase was quite similar 
to the somatic telophase (fig. 17) and showed four threads per 
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Figs. 1-8. Last premeiotic division and early meiosis in barley and rye. x3200. 1. 
Last premeiotic interphase from archespore of rye showing sister-chromatids arranged 
in pairs as at a, trace of half -chromatids as at 6, sister-chromatids tightly approximated 
as at Of and paralleling of chromosomes at d. 2. Early prophase of last premeiotic 
division from rye. Sister- chromatids pairing at a and chromosomes in parallel at h. 
3. Leptotene from rye. Early pairing of homologues at a. 4. Leptotene from barley. 
Sister-chromatids not now evident. 4a. Illustration to show how chromatids have 
become shoved together. 5. Amphitene from rye. Synapsis almost complete. Ends 
paired at a and b. 6. Late amphitene from barley. Synapsis almost complete at a 
and b, no pairing at c. 7. Mid pachytene from barley showing chromosome pair at- 
tached to nucleolus at a, primary split and secondary split at 6, and split fragment 
at c. 8. Early pachytene from barley showing nucleolar chromosome pair at 6, two 
chromatids in each homologue at a and in fragment at c. 
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chromosome. The last premeiotic interphase (fig. 1) was in thread 
number similar to the typical somatic interphase (fig. 18) and 
usually showed two threads per chromosome, four threads rarely 
being discernible as at h in fig. 1 where the granule is four-partite. 
The last premeiotic interphase showed, however, in addition to the 
typical paralleling of chromatids at a the very close re-association of 
chromatids at c. Such a re-associated chromosome appeared quite 
frequently to be accompanied in parallel by a second similarly re- 
associated chromosome as at d, possibly its homologue. This latter 
observation was more marked in the later last premeiotic early pro- 
phase shown in fig. 2 at 6 in which the chromatids have become more 
closely associated as at a. 

At the last premeiotic interphase and early prophase the distinct 
arrangement of the chromatids in pairs of threads (fig. 1 at a and 
fig. 2 at a) suggests homologous pairing but the nucleus is at these 
stages, strictly speaking, somatic (compare fig. 18) and this is the 
somatic re-approximation of chromatids. That this is the pairing 
of sister chromatids can also be determined from observation of the 
different character of the threads at the time of homologous pairing 
in leptotene, amphitene and pachytene. 

Meiosis 

As growth proceeds in such archesporial nuclei as those in figs. 1 
and 2, the chromatids and half -chromatids of the chromosome become 
tightly appressed and some approximation of homologues begins. 
Enlargement of the cell and nucleus occurs, the chromosomes loosen 
up and spin out and assume the typical leptotene appearance as in 
fig. 4 from barley and fig. 3 from rye. 

During later leptotene in both barley and rye the chromosome 
usually appears as a coiled thread with elongated narrow gyres so 
fine and so tightly appressed are the four half -chromatids which com- 
pose it. Occasionally at the ends of a chromosome or where a loop 
is drawn out of the whorl the two chromatids which comprise the 
leptotene thread may show. Accordingly the leptotene chromosome 
may be regarded as composed of two very fine coils so tightly shoved 
together and so attenuated that they are not usually resolvable 
(figs. 4 and 4«,). The re-association of these fine coils and the at- 
tenuation of the threads occurred during preleptotene. While the 
doubleness of the leptotene thread is comparatively clear, the re- 
association of the half-chromatids is so complete at this stage that 
the quadri-partite nature of the thread which was quite evident at 
the preceding telophase could at this stage only be conjectured. 
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Some approximation of homologous chromosomes may be ob- 
served to be taking place at leptotene and earlier so that occasionally 
nuclei were found in which both pairing of sister chromatids and 
homologous pairing were in progress. In such nuclei approximating 
homologues could be observed (figs. 1 and 2) the chromatids of which 
were closely re-associated in the region of homologous pairing but 
were still quite widely separated in regions in which homologous 
pairing had progressed less far. 

As amphitene proceeds the homologous chromosomal threads be- 
come arranged more and more in parallel (figs. 3, 6 and 6). This 
may be accompanied by marked “whorling” of the threads. The 
homologues appear to approach each other gradually along their 
length, becoming more and more nearly approximated and finally in 
early pachytene becoming tightly synapsed while they are still long 
and quite fine. No absolute evidence that synapsis begins at certain 
loci for example one end or any intermediate point was deduced from 
this material. Ends, however, were found tightly approximated in 
cases where little other close pairing could be observed (fig. 3 at a). 
In fig. 5 at a and b and fig. 6 at «. and b the ends are also paired but 
in these cases pairing is well advanced. 

During early pachytene no trace of the quadruplicity of in- 
dividual chromosomes could be observed in barley. In rye occasional 
less complete pairing was observed at certain loci and at such places 
quadrupleness of a chromosome was faintly evident. The four 
chromatids per bivalent were readily visible in both plants at early 
and late pachytene. This was observed particularly at the ends in 
barley (fig. 7 at 5 and 8 at a) but could be followed throughout the 
length of any pair in rye. The chromatids in the fragment in fig. 8 
at c can also be clearly seen. 

Close synapsis in pachytene lasts for a considerable period 
during which the tightly synapsed bivalents become progressively 
shorter and thicker. Measurements of chromosome shortening in rye 
correspond in detail with those made by Sax (1930) and Sax and 
Sax (1935) on the same plant. Measurements of very early and 
very late pachytene in rye show a progressive shortening of three 
to four times. Measurements of less early and less late pachytene 
in barley show a contraction of two to three times. This shortening 
in length in the chromosome continues after the diplotene pairs 
have opened out until metaphase. In rye comparison of the length 
of a chromosome at early pachytene and at metaphase show that 
the length has decreased approximately eleven times. In barley a 
similar comparison shows a decrease in length of approximately nine 
times. Contraction from very late pachytene in rye to metaphase is 
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Figs. 9-15. Meiosis. 9. Very late pachytene from rye. Two chromatids in each 
chromosome show at a. x2400. 10. Early diplotene from rye. x2400, 11. Late 

diplotene from barley. Four threads per chromosome show as h and c. x 2400. 12. 

Diakinesis from barley. Four threads per chromosomes evident at a and 6. x2400. 

13. First anaphase from barley showing 2 chromatids in each chromosome. Some 
evidence of chromatid split present. x2400. 14. Interkinesis from barley showing 

clearly eight threads per dyad chromosome, four in each half dyad as at a and b. 
x320U. 15. Early second telophase from barley showing each chromosome to be 4- 
partite as at a. x3200. Figs. 16-20. Somatic mitosis in barley and rye. 16. Somatic 
anaphase from rye showing four threads per chromosome. x3200. 17. Somatic telo- 
phase from barley showing four threads in each chromosome. They could also be 
observed from side view. X3200. 18. Somatic interphase from rye showing pairs of 
chromatids with granules. Certain granules as at a quadri-partite. x 3^200. 19. 

Somatic late prophase from rye showing pairs of sister-chromatids and four threads 
per chromosome rarely at ends as at a. x3200. 20. Somatic metaphase showing four 
threads per chromosome and relational coiling. x2400. 
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three times and from less late pachytene in barley to metaphase in 
barley approximately five times. 

As the bivalents enter late pachytene (fig. 9) there is con- 
siderable nuclear contraction. Shortly thereafter relaxation of 
synapsis begins and the pairs open out except at chiasmata (fig. 10). 

At diplotene as the homologues open out and contract still more 
the ends of each chromosome shovs? the four-partite condition (fig. 11 
at 6) . This may also be observed from a side view where the threads 
are frayed out (fig. 11 at c) . The four threads per chromosome may 
also be observed at late diakinesis (fig. 12 at a and b) although the 
formation of the major coil has rendered the chromosomes shorter 
and more compact. There is no evidence of coiling during synapsis 
of such a type as Darlington wishes to make responsible for crossing- 
over. 

At first metaphase by the method of preparations here used in 
both barley and rye the seven pair of chromosomes are compactly 
coiled and the number of threads per chromosome not discernible. 

As first anaphase proceeds the dyad chromosomes again stain 
less densely. The two component halves of each dyad separate except 
at the kinetochore. Each half-dyad is clearly bipartite (fig. 13). 
Thus each dyad chromosome of first anaphase contains four 
chromatids rather than two as are contained by other anaphase 
chromosomes. 

In this material interkinesis may be regarded as a key stage to 
the thread number. As the dyad chromosomes enter interkinesis 
the dyad halves remain separated except at the kinetochore as at 
first anaphase and, in addition, fray out at the ends so that four 
threads arranged in twos are clearly visible at the end of each half- 
dyad (fig. 14, chromosomes a and b). This gives eight discrete 
threads per dyad chromosome at interkinesis. As interkinesis 
progresses the chromosomes elongate considerably but the thread 
number can often be quite readily observed especially at the half- 
dyad ends. 

At second metaphase the half-dyads separate. Each chromo- 
some of second anaphase is essentially an unchanged half-dyad of 
interkinesis, no multiplication of threads having occurred at second 
metaphase. At late second anaphase and telophase the number of 
threads in each chromosome il clearly four (fig. 16). 

The nucleolus in early leptotene appears centrally located (fig. 
4) . As amphitene proceeds it passes to one side and often appears as 
a cap to a jar (fig. 6) . It is visible until late diakinesis becoming pro- 
gressively more vacuolate and less densely staining. One pair of 
chromosomes was observed in barley which is attached to the 
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nucleolus (figs. 7 at a and 8 at &), and also in rye. These resemble 
those described by McClintock (1934) in mays and probably func- 
tion similarly. 

The granules figured in the somatic interphase and last pre- 
meiotic archesporial nuclei of rye (figs. 1 and 18) could be used in 
identifying chromosome tracts. 

Discussion 

In Table 1 are given the number of threads per chromosome 
observed during different stages of the somatic, of the last arche- 
sporial and of the first and second meiotic mitoses by different 
workers. Investigators in a particular group in Table 1 are placed 
together on the basis of general agreement in observations and con- 
clusions as regards the number of threads in chromosomes at certain 
stages of mitosis and meiosis. Each individual in a group may not 
have observed each particular stage listed. Interpretation as to the 
character, origin and disposition of the threads is not taken into 
consideration in forming the groups as for example in grouping 
Merriman (1904, Allium), Bonnevie (1908, Ascaris) and Taylor 
(1922, Gasteria) who all observed four threads per chromosome but 
who interpreted their observations differently. 

In the table the different stages of mitosis, metaphase, anaphase, 
telophase, interphase, early and late prophase are designated by the 
letters, M, A, T, I, ePr, IPr, corresponding each to each. Similar 
letters apply to the stages of the last archesporial division. - In meiosis 
the stages leptotene, early and late pachytene, diplotene, diakinesis, 
first metaphase, anaphase and telophase, interkinesis, second meta- 
phase, anaphase and telophase are designated by the letters L, ePa, 
IPa, Dip, Dia, Mi , Ai , Ti, I, Mn , An and Tn, respectively. The sign 
indicates chromosome division, ^ indicates chromosome pairing 
and ^ indicates chromosome separation at first metaphase. The circle 

surrounding the figures at interphass indicates that the thread num- 
ber could not be followed in any detail at that stage. 

The table shows that the number of threads per chromosome 
throughout somatic mitosis has been differently conceived by different 
workers. Much of the earlier work such as that of Gregoire (1907) , 
Sharp (1920), Overton (1921) and others as well'as the later work 
of Belling (1933), Darlington (1931) and others regards the somatic 
chromosome as a simple unit which prepared for the metaphase divi- 
sion by splitting into two parts at interphase or early prophase. 
Other earlier work (Bonnevie, 1908; Dehorne, 1911, diag., p. 635; 
Lundeg^rdh, 1912; Digby, 1919, diag. p. 139; Robertson, 1916; 1931 
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and others) regards the somatic chromosome as essentially a double 
structure which with the possible exception of anaphase is divided 
into two parts throughout its cycle. 

Quadruplicity of the threads in a chromosome at somatic telo- 
phase and prophase (Table 1) is figured in different plants and 
animals by several early workers (Merriman, 1904; Bonnevie, 1908; 
Digby, 1919 and others). These observations were later largely 
disregarded because of poor fixation, misinterpretation of other 
observations and lack of any adequate conception of the constancy 
of the chromosome number, morphology and structure. 

As later work established a more adequate view of the constancy 
of chromosome number and morphology the finer details of chromo- 
some structure have become solvable. Kaufmann (1926, 1931) , Sharp 
(1929), and others have shown that the chromosome is in part a 
quadruplicate structure and have re-affirmed the coiled nature of 
its component threads. Nebel (1932) showed not only that there 
are four of the spiralled threads throughout mitosis but that these 
are continuous through the resting stage. This work has been cor- 
roborated and extended by Nebel (1933 a, b, and 1935) and by Nebel 
and Ruttle (1936) . 

The present study of the somatic chromosomes of barley and rye 
at anaphase, telophase, interphase and prophase and of crocus at 
telophase indicates that in these plants also the chromosome is an 
essentially quadruplicate structure there being four threads present 
at all stages in which thread number could be clearly, ascertained. 
These four threads appear to thin out during telophase so that the 
threads appear to separate from each other except at the kineto- 
chore. The threads (half-chromatids) exist as pairs of slender 
parallel spirals (chromatids) with narrow gyres during inter phase 
which pairs become closely re-associated during prophase. This 
agrees with the observed conditions in Tradesccmtia (Nebel, 1933 b, 
1935, and Nebel and Ruttle, 1936) except that the four-partite condi- 
tion of the chromosome could not be observed during inter phase (see 
Table) . 

The “apparent” singleness of the leptotene thread confused the 
interpretation of many early observations and lead to erroneous 
theories. Thus Digby (1919, p. 139) having observed the bipartite 
structure of the somatic chromosome and further the bipartite telo- 
phase and early prophase chromosome in the last archesporial divi- 
sion before meiosis confused the earlier pairing of chromatids with 
the later pairing of homologues on account of the fact that the sister 
chromatids re-associate so very closely previous to leptotene. This 

36 * 


564 


M. L. Ruttle and B. R. Nebel 


Cytologia, Fujii jub. vol. 


re-association of chromatids previous to leptotene was identified by 
McClung (1927), Robertson (1931) and others. 

As it became established that it was true side by side synapsis 
which occurs at the stages described by Digby and others of this 
school as pairing of chromatids, the alternate view that the leptotene 
chromosome is unsplit became accepted as fact (Gregoire, 1907; 
Overton, 1921 ; Kuwada and Nakamura, 1935 ; Emsweller and Jones, 
1935 and others) and as such incorporated by Darlington (1931), 
Huskins (1932) and Belling (1933) in their respective theories. Thus 
Belling supported his theory of crossing-over on among other things 
“the absence of longitudinal division in the chromatid at leptotene” 
and the “absence of any telophasic split”. Similarly Darlington 
(1931) presuming that the leptotene chromosome is single formulated 
his precocity theory of meiosis according to which pairing occurs be- 
cause a precocious contraction takes place before the leptotene 
chromosome has split. Also Huskins (1932) and Huskins and Smith 
(1935 a, b) considering the leptotene chromosome to be unsplit 
argued that a premeiotic inhibition of splitting rather than a pre- 
cocious contraction may initiate meiosis. 

Meantime evidence was accumulating that the preleptotene 
thread is split, that the chromatids re-associate very closely and that 
the homologues then pair. Thus Lundegardh (1912), Robertson 
(1916, 1931) McClung (1927, 1928) and others recognized the point 
of true homologous pairing at leptotene and later as well as the re- 
association of chromatids previous to this time. More recently 
Lorbeer (1934), Sax and Sax (1935) , Stebbins (1935), Nebel (1935), 
and others have concluded from their observations that the leptotene 
chromosome is at least bi-partite. 

The early leptotene thread of rye and barley is a duplicate 
structure. Its quadruplicity could be conjectured only from the fact 
that at the last premeiotic telophase, the chromosome is definitely 
four-partite. Some evidence of quadruplicity could be obtained at 
early interphase. Re-association of chromatids in interphase and 
early prophase was quite evident and at times extended into early 
leptotene. The re-association of chromatids and homologous pairing 
could often be observed in the same preleptotene cell. Huskins and 
Smith (1935) made somewhat similar observations on Fritillaria but 
interpreted the split leptotene as due to “precocious splitting” which 
was in some way associated with the later occurring regional pachy- 
tene association of homologues. In barley and rye synapsis at pachy- 
tene is complete, close and of considerable duration. Accordingly the 
early split leptotene chromosome seems here interpretable only on the 
basis of the observed telophasic and interphasic split and the later 



1957 


Chromosome structure XI. Hordeum vulgar e L. and Secale cereale L. 565 


apparently single leptotene chromosome on the basis of chromatid re- 
association during preleptotene, which re-association may even be 
occurring in cells in which homologous pairing is in progress, the 
former invariably preceding the latter. In Tradescantia the pre- 
leptotene split was still distinctly visible at leptotene (Nebel and 
Ruttle, 1936) so that evidence that the chromosome at this stage is 
composed of four threads arranged in pairs is more conclusive than 
in barley and rye. 

Nebel (1935) and Nebel and Ruttle (1936) have shown that 
the chromosome in Tradescantia from first until second metaphase is 
an eight-partite structure duplication of threads having occurred at 
first metaphase or earlier. This number of threads is then maintained 
throughout first anaphase, telophase, and interkinesis. At second 
metaphase by the division of the chromosome the number of threads 
is at second anaphase four and the usual somatic number of threads 
per chromosome restored. In barley and rye it was possible to count 
eight threads per chromosome very clearly at interkinesis so that 
although the number of threads could not be observed at first ana- 
phase, first telophase or second metaphase it seems clear that at 
these stages there are also eight threads per chromosome. At second 
anaphase and second telophase there were four threads per chromo- 
some. This again indicates that these plants have the same number 
of threads per chromosome as are found in Tradescantia. 

Coiling and chiasmatization have been described in rye by Sax 
(1930, 1935), Sax and Sax (1935), and Darlington (1933) and have 
been for the most part neglected in these studies. The pachytene 
thickening and shortening to metaphase agrees with the observations 
of Sax (1930) and others. The major coil described by Sax (1930) 
is evident but is undoubtedly four-partite and probably eight-partite 
as in Lilium (Goodspeed, Uber and Avery, 1935) and as in Trades- 
cantia (Nebel and Ruttle, 1936). 

The spatial integrity of the gemini after synapsis strongly sug- 
gests that homologous threads are brought together by gradual ap- 
proximation proceeding from some one point as described by Robert- 
son (1931) in the Tettigidae, McClintock (1933) in Zea mays and 
others. This would allow of the disentangling of the chromosome 
pairs and would tend to prevent non-homologous chromosomes which 
may be lying across the path of a synapsing pair becoming inter- 
locked with this pair. Such interlocking has been described for 
Tradescantia (Sax and Anderson, 1934) and has been recorded in 
certain other plant and animal chromosomes. Interlocking in rye 
and barley appears to be much less frequent than in Tradescantia. 
Where interlocking is frequent as in Campanula, Oenothera, Sala- 
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mandra, Stenobothrus (after Sax and Anderson, 1934) synapsis may 
be originating simultaneously at various regions of homologous 
chromosomes. 

Since the quadripartite chromosome has so far been observed 
only in plants having comparatively large chromosomes it is too soon 
to say that this condition extends into plants and animals having much 
smaller chromosomes. The observations of Nebel and Ruttle (1987) 
on Dissosteira Carolina L. show that the chromosomes of the grass- 
hopper are essentially quadripartite although at many stages the half- 
chromatids are so closely associated that they can not be resolved with 
the present technique. 

In the grasshoppers it has been previously clearly demonstrated 
(McClung, 1927 ; Robertson, 1916, 1931 and others) that the leptotene 
chromosomes are split before they enter upon synapsis. Our recent 
study on Tradeseantia, Trillium, Hordeum, Secede and Dissosteira 
carry this observation one step further and show that the chromo- 
somes of these organisms are not only split but doubly split before 
they enter upon synapsis. Very close re-association of the half- 
chromatids and chromatids, however, occurs previous to and during 
early synapsis so that synapsis as described by Robertson (1931) 
may be regarded as consisting of two steps “The bringing together 
of the split halves” (and in this case also of the halves of the split 
halves) “of a chromosome first and later each pair of (in this case 
doubly) split homologues”. The almost complete obliteration of the 
presynaptic splits at leptotene may be thought of as due to the 
chromosome attenuation following re-association. 

Thus barley and rye fit into the presented scheme for Trade- 
scantia in which the chromosome is an essentially quadruplicate 
structure the four chromonematic threads of which at different 
nuclear stages may be more or less thickened, coiled and closely 
approximated and which as such exist thruout the various stages 
of the nuclear cycle including interphase. This conception enables 
the formation of a consecutive history of the chromosome which so 
far fits the observed facts and the genetic scheme (Nebel and Ruttle, 
1936). Tight pachytene pairing in Tradeseantia seems to be confined 
to intermittent regions of the chromosome. In barley and rye as in 
corn (McCIintock, 1933) and onion (Emsweller and Jones, 1935) 
synapsis is close throughout the length of the homologues and of con- 
siderable duration. The number of threads per chromosome appears 
to be essentially the same in barley, rye and Tradeseantia. It would 
seem that in these plants closeness of the pairing is in no way attribU'^ 
table to the number of threads present in a chromosome prior to 
synapsis. 
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Summary 

The somatic chromosome of rye, barley and crocus at all stages 
of mitosis is of an essentially quadruplicate structure. Four discrete 
threads per chromosome arranged in pairs were observed at late 
anaphase, telophase and during prophase. 

There are also four threads per chromosome in rye and barley 
during the last pre-meiotic telophase. Doubleness of the interphase, 
preleptotene and very early leptotene thread was quite evident. The 
‘'apparent singleness” of the later leptotene thread is the result of 
the very close re-association of the half-chromatids and chromatids. 
Each homologue of the earliest pachytene bivalents observed showed 
two chromatids per chromosome. In diplotene and diakinesis the 
four-partite structure of each chromosome was again observed. 

The interkinesis dyad chromosome was clearly eight-partite sug- 
gesting that as in Tradescantia the chromosome from first to second 
metaphase is an eight-partite structure. At second anaphase by the 
division of the chromosome at second metaphase the nuniber of 
threads is again four, this number being clearly observed at late 
second anaphase and early second telophase. 
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On the Influence of Oxygen Supply upon the Division and 
Elongation of Cells in the Root 

By 

Hitoshi Kojima 

The necessity of an oxygen supply for the normal growth of 
tissues of aerobic plants is generally known and a number of investi- 
gations concerning this subject have already been made (cf. Clements 
1921) . But the researches analysing the relation between the oxygen 
supply and the growth in its cytological aspect are rather rare. The 
present investigations were undertaken to supply the shortage of 
knowledge in this field, as a research connected with cyto-physiological 
investigations upon the growth of roots upon which the writer has 
hitherto continuously been engaged (Kojima 1928, 1931, 1933). 

I 

The material Vicia Faba was used, because it was relatively easy 
to obtain a plentiful supply of uniform individuals and because the 
writer had used the same material several times hitherto and was 
therefore familiar with its nature. 

The root of land plants, generally speaking, can not live long in 
water without aeration (Bergman 1920, Lehmann 1911; also cf. 
Arker 1901, Hall, Brenchley and Underwood 1913) . But the influence 
of oxygen is related to other factors such as temperature, humidity, 
medium and others (Cannon 1915, 1923, 1925, Lehmann 1911) ; and 
there is especially a wide difference of oxygen requirement according 
to the kind of plants (Wieler 1881, Livingston and Free 1917, Zim- 
merman 1930) . In order to examine whether the material is really 
suitable for the present purpose the writer tried macroscopically a 
physiological preliminary study regarding the influence of oxygen 
supply upon the elongation of the root at the first place. 

Seedlings germinated and grown in saw-dust, having roots of 
nearly the same length, were divided into four lots, and were set 
vertically in four glasscylinders, containing a culture medium. The 
portion of the root below a point ca. 2.5 cm. from the cotyledon was 
allowed to be submerged in the medium. As the culture medium 
0.1% Knop’s solution^) was used; the solution was boiled for one 

1) Contributions from the Botanical Laboratory, Kyushu Imperial Univer- 
sity, No. 63. 

2) Ca(NOc)a 4.0 gr., MgSO, 1.0 gr., KNOa 1.0 gr., KH.POt 1.0 gr. and 
distilled water 7000 c.c., without PeCL . 
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hour, and then quickly cooled, thus the gases which were dissolved 
in the solution were excluded as far as possible. The first cylinder 
was bubbled constantly throughout the experiment with the air from 
which oxygen was excluded by means of pyrogallol solution^^ through 
a small pore situated near at the bottom of the cylinder. The second 
cylinder was left entirely nonraerated. The third cylinder was aerated 
by bubbling with normal air in the same way as the first cylinder. 
The fourth cylinder was similarly bubbled but with pure oxygen. 
Thus four different conditions of oxygen supply were examined. 
After the seedlings were placed in the four culture solutions, liquid 
paraffin was poured gently in each cylinder, to form a layer of ca. 
1.5 c.m. thickness over the surface of solution in order to prevent the 


Table !• Elongation of root. Given number for each lot represents 
the average of ten roots 


Experiment 

Lot 

Root length at the 
end of experiment 
(in mm.) 

Elongation of the root 
during 24 hours 

Real number 
(in mm.) 

Relative value 

I 

I 

78.6 

20.0 

81 

(June 3-4, 1936) 

II 

fi4.0 

24.7 

100 

Temperature : 

III 

89.6 

31.2 

126 

20.6-21.0°C 

IV 

92.1 

33.6 

136 

II 

1 

81.3 

21.1 

95 

(June 10-n, 1936) 

II 

81.9 

22.2 

100 

Temperature : 

III 

95.1 

35.0 

158 

20.6-22.9°C 

IV 

94.4 

34.1 

154 

III 

I 

109.3 

17.0 

90 

(June 17-18, 1936) 

II 

111.8 

18.9 

100 

Temperature : 

III 

125.0 

80.8 

363 

2h5-26.6®C 

IV 

133.8 

40.9 

216 

Average results 
of the S experi- 
ments 

I 

II 

III 

IV 


19.4 

21.9 

32.3 

36.2 

89 

100 

147 

165 


absorption of gas from the air into the solution. All the four cylinders 
were kept in a dark-room for 24 hours. The temperature of the media 
, was occasionally recorded. Of course the temperature varied accord- 
ing to the difference of the time of the experiments ; but the variation 
of the temperature between the different cylinders in one and the same 
experiment was always very small (the maximum of variation was 
0.4°C).-) 


1) Pyrogallol dissolved in NaOH-solution was poured in a bottle of ca. 20 1. 
up to ca. 1/5 its volume. Shaking the bottle occasionally we left it for more 
than 3 days. When the pressure of the inside of the bottle was diminished, be- 
cause of dissolving the oxygen in the solution, diluted solution of pyrogallol was 
sucked into the bottle through a glass tube, so that the negative pressure in the 
bottle was replaced. 

2) All the gases, which were introduced into the media, were prepared at 
the same temperature as the outside air. 
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Measuring the total length of the root (from the insertion of the 
cotyledon down to the root apex) at the beginning of the experiment 
as well as after 24 hours, we found the total elongation of the root 
during the period of time. The results are given in Table 1. 

From these experiments we were able to ascertain, as had been 
expected, that with the increase of the oxygen supply in the medium, 
the elongation of the root became greater. 

II 

As the material for cytological observation, the seedlings used 
in Experiment I were employed. After measuring the elongation of 
the roots, they were fixed in Flemming’s weaker solution.^> Paraffin 
sections of 10 pc , parallel to the long axis of the root were made, and 
stained in Heidenhain’s iron haematoxylin. Five of those sections, 
passing as near as possible to the central axis of the root were 
observed.^^ The number of mitotic figures was counted and the 

/ N V) 

frequency of cell division 
thus found are given in Table 2. 


was calculated. The results 


Table Frequency of cell division 


Lot 

No. of 
roots 
observed 

No. of 
sections 
observed 

Total no. of 
mitotic figures 
observed 

Average of the frequency 
of cell division ('^) 

Real no. (in %) 

Relative value 

I 

10 

50 ; 

3847 

46.7 ; 

94 

II 

10 

50 

4062 

49.5 

100 

III 

10 

60 

4622 

69.2 

120 

IV ! 

10 

50 

5827 

75.7 

153 


Namely, the frequency of cell division in the lot bubbled with 
pure oxygen is largest; that in the lot aerated with normal air is 
next. The frequency of cell division in the lots which are not supplied 
with oxygen is small. 

The length of cells in the outer part of the cortex of the root, on 
the same sections above mentioned, at points respectively 1, 3, 5, 10 
and 15 mm. from the root apex, was measured. The results are seen 
in Table 3. 


10 c.c. + water 
100 

mm. were 


1) 1% chromic acid 25 c.c. + 1% glacial acetic acid 
55 c.c. + 1% osmic acid 10 c.c. 

2) Zeiss^ microscope AA or DD X K8 and ocular micrometer ^ 

used. 100 

3) N is the total number of mitotic figures found on the five sections of 
root tip within the space of 3 mm. from the root apex; A is the relative value 
of the area examined — namely, the sum of the numbers indicating the diameters 
measured on the five sections at distances of respectively 1, 2 and 3 mm. from 
the root apex (cf. Kojima 1931, p. 123). 


■ F: 


'i I , i 
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Table 3. Length of cell 


Lot 

No. of 

No. of 

Average cell length at the points respectively 
from the root apex 

roots 

ob- 

served 

sec- 
tions ob- 
served 

1 mm. 

3 mm. 

15 mm, 

5 mm. 10 mm. Observed Relative 

no. value 

I 

10 

50 

4.7U(496)=) 

9.0(492) 

22.2(443) 38.9(376) 42.2(362) 

99 

n 

10 

50 

4.4 (600) 

8.4(488) 

19.6(410) 33.1(334) 42.6(287) 

100 

HI 

1 10 

50 

4.8 (500) 

7.5(504) 

18.2(468) 42.7(364) 61.4(311) 

121 

IV 

1 10 

50 

4.6 (502) 

8.1(499) 

19.6(448) 41.2(289) 51.8(260) 

122 


1) The real value in V' is obtained by multiplying 

2) The total number of observed cells is given in brackets. 


As a matter of course, there was no remarkable difference among 
the lots in the real number of the length of cells which were situated 
near the root apex ; but at the points 10 or 15 mm. from the root apex, 
the length of cells of the lots to which oxygen was supplied was 
evidently larger than that of the lots to which oxygen was not 
supplied. 

Ill 

Essentially, oxygen is necessary for the oxidation of food 
material, and the greater part of the energy of cell activity is probably 
due to it. Hence, in general, cell activity, for instance the streaming 
of protoplasma, is reduced by the scarcity of oxygen, as has already 
been pointed out by Hauptfleisch (1892) , Samassa (1900) and others. 
The fact that the perception of a stimulus is suppressed in the absence 
of oxygen was also investigated by Wortmann (1884), Paal (1912), 
Van Ameijden (1917) and others. Sabline (1903) found a con- 
siderable number of mitotic figures in the root tip of Vieia Faba 
deprived of oxygen for a period of 2 hours; but he noted that the 
figures were more or less modified, chiefly by the absence of the 
formation of a cell-plate and the faintness of the spindle. Investigat- 
ing young seedlings of Helicmthus annuus, Pisum sativum and 
Phaseolm vulgaris in an oxygenless atmosphere 0. Nabokich (1904) 
observed that, though there was some discrepancy in duration of time 
according to the kind of plant, sooner or later the mitotic figures dis- 
appeared. A. Nabokich (1909) subjecting the shoot of Pisum to an 
oxygen free medium for 51/2 hours, found all the stages of mitosis, 
just as control shoots, but he could find, nuclei only in resting-stage in 
the shoot which was exposed for 50 hours in that medium. 

In the present investigation the mitotic figures were seen to be 
nearly normal in the root which had not been supplied with oxygen 
during 24 hours, though the frequency of the cell division was smaller 
than that of the root supplied with oxygen. 0. Nabokich (1904) 
concluded that the cell division is independent of the presence of 
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oxygen and that the injuring observed is due to secondary factors; 
in our case, neverthless, we cannot think that the smallness of the 
frequency of cell division in the root grown without oxygen supply 
is not attributable to the (direct) influence of the lack of oxygen. It 
is noticeable, however, that comparing the root aerated with pure 
oxygen to that aerated with normal air, the frequency of cell division 
in the former is larger than that in the latter. Granting that there 
is no difference in the influence of oxygen between these two culture 
media, the medium bubbled with ordinary air would receive, besides 
oxygen, other gases, namely, hydrogen, nitrogen and carbon dioxide — 
the latter, especially, is thought to be injurious to plant cells and to 
stop nuclear division^) — ^^and thus, the frequency of cell division may 
possibly be reduced as a result of presence of those gases. 

A question may be raised concerning the root, submerged in the 
medium without oxygen supply during 24 hours, and which yet shows 
a fairly high rate of cell division, namely, whether it is merely an 
''anaerobic'’ division, as A. Nabokich (1909) stated, or is caused by 
the supply of oxygen transported from the aerial part of the plant 
down to the root tip. 

With regard to the elongation of cells, as Table 3 shows, a 
noticeable difference is seen between the root supplied with oxygen 
and that denied it, particularly at a point 15 mm. from the root apex. 
Probably the length of cells at this point indicates the length of adult 
cells (i.e. the maximum cell length). Thus in this study we may 
conclude that the lack of oxygen supply retards the elongation of 
cells. Palladin (1886) stated that lack of oxygen must reduce the 
production of substances which cause turgor; Kny (1889) found that 
shortage of oxygen content, even though the degree is not sufficient 
to kill the cell completely, is enough to prevent the formation of cell- 
walls. Van Ameijden (1917) noted that when seedlings, which have 
previously received geotropic or heliotropic stimuli in the air, are 
placed in an oxygen-free atmosphere, they are unable to react. As 
the geotropic or heliotropic reaction is caused by the disparity in 
elongation of the cells at the stimulated portion, his investigation 
also shows that the elongation of cells is hindered in an oxygenless 
atmosphere. When these conclusions are considered together, the 
result of the present study, namely, that the elongation of cells in 
oxygen-free medium (or in medium having minute content of oxygen) 
is small, seems reasonable. 

Comparing the degree of the elongation of the root with the 
frequency of cell division, as well as with the degree of the elongation 


1) cf. Lopriore 1895, Lehman and Andrews 1934. 
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of cell (Table 4) , we may probably conclude with good reason that, 
though the difference in the elongation of roots treated with the 
different conditions of oxygen supply, in this case, is attributable 
both to the difference in the rate of frequency of cell division and to 
that in the degree of the elongation of cell, in point of fact the former 
factor seems to play a more important role than the latter. 


Table 4. Comparison of relative values of the elongation of root, 
the frequency of cell division and the length of cells 


Lot 

Elongation of root 

Frequency of ceil 
division 

Length of cells 

I 

89 

94 

99 

II 

100 

100 

100 

III 

147 

120 

121 

IV 

165 

153 

122 
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to which Foundation the writer’s thanks are due. Also he wishes to 
acknowledge his indebtedness and express his gratitude to Professor 
Dr. R. Koketsu for his helpful criticism and advice throughout the 
progress of the work. 

Summary 

1. In this experiment it was, in the first place, ascertained, as 
had been expected, that the elongation of the root of Vida Faba-seed- 
lings, cultivated in culture solution, was remarkably influenced by the 
degree of the oxygen supply. 

2. We were able to make sure that the degree of the elongation 
of root, which was increased when the oxygen supply was rich and 
decreased when no oxygen was supplied, was accompanied by the 
increase and the decrease of the frequency of cell division respectively. 

3. It was also seen that the elongation of individual cells like- 
wise varied with the elongation of the root. 

4. Though the degree of the elongation of the root differs with 
both the frequency of division and the elongation of individual cells, 
the former may likely have more important effect upon it, in this 
case, than the latter. 
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Alternation of Generation 

By 

Charles Joseph Chamberlain 

Professor Emeritus of Botany in the University of Chicago 

Studies of life histories had not progressed very far before it 
was noticed that in many plants there are two phases in the cycle, 
each with its own characteristics. Nowhere in the plant kingdom is 
this more evident than in the fern, where the prothallium, with its 
archegonia and antheridia, produces eggs and sperms, a sperm 
fertilizes an egg, and the fertilized egg grows into the familiar fern 
plant which finally produces sporangia containing spores. A 
germinating spore develops into a prothallium and thus the two phases 
alternate. Each generation is easy to recognize because it is a green 
independent individual. 

Theories in regard to alternation arose and discussion became 
intense. Presidents of the British Association for the Advancement 
of Science devoted their addresses to this subject and wherever there 
was any interest in morphology, evolution, and phylogeny the relative 
merits of antithetic and homologous alternation were discussed. 
After a w'hile the discussion subsided and many of us believed that 
the theory of homologous alternation had died of increasing know’l- 
edge. But Eames, in his recent textbook. Morphology of Vascular 
Plants, attempts to revive the homologous theory; and the famous 
Bonn Textbook, while it does not support the theory, presents some 
interpretations with which we cannot agree. Consequently, it seems 
worth while to present the case of antithetic alternation as we under- 
stand it, laying the principal stress upon the origin of the phenomenon. 

It is only a little over 100 years ago since Robert Brown (1831) 
discovered the nucleus, and less than 100 years since it became 
recognized as a constant organ of the cell. As investigation of the 
nucleus advanced and details of its structure became known, it was 
evident that the nuclei of the two generations diifered constantly in 
the number of their chromosomes, the nuclei of the familiar fern plant 
having twice as many as those of the prothallium. Studies of 
spermatogenesis, oogenesis, fertilization and early embryogeny proved 
that the number of chromosomes in the sperm and in the egg is just 
half that which is revealed at the first mitosis of the fertilized egg. 
Similarly, in isogamous plants, the number at the first mitosis of the 
zygote is the sum of the numbers found in the two gametes. 
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We firmly believe that this x and 2x condition in the number of 
chromosomes is not merely incidental: it marks a forward step in 
the evolution of plants, the beginning of Alternation of Generations. 
The fertilized egg, or in isogamy, the zygote, is the first cell of a 
new generation. It is universally recognized that, from the bryo- 
phytes to the orchids, the fertilized egg is the first cell of the 2x 
generation, usually called the sporophyte, because it comes to an end 
with a reduction in the number of chromosomes, resulting in the 
formation of spores, each of which has the x number. The spore^> 
is the first cell of the x generation, usually called the gametophyte, 
because, sooner or later, it produces gametes. 

This alternation of spore producing and gamete producing 
generations is so evident from the liverworts to the highest seed 
plants that every botanist recognizes it, and the terms sporophyte 
and gametophyte are appropriate. 

Below the level of sexuality, in all of the Cyanophyceae, in some 
Chlorophyceae, and in some fungi, there being no gametes, there is 
only one generation. In these low forms, where there is any dif- 
ferentiation of the chromatin into chromosomes, we should regard 
the number as an x number, but the plant could not be called a gameto- 
phyte, because it does not produce gametes. We assume that sexuality 
is higher in the scale of evolution than the asexual condition and, in 
phylogeny, arose from it. 

With sexuality once established, two generations, in our opinion, 
are necessarily present. At first, as in Spirogyra. and many other 
thallophytes, the 2x generation is very short, reduction of chromo- 
somes taking place at the germination of the zygote. But even in 
Spirogyra, the four nuclei formed at the reduction of chromosomes 
in the zygote might be regarded as the nuclei of four spores. In some 
species of Mesocarpus, the cytoplasm is separated into four masses 
which become surrounded by spore coats, so that the older taxonomists 
called the structure a ‘'sporocarp.’^ Only one of the four spores is 
functional, three being small and abortive. It looks like a step in 
advance of the condition in Spirogyra, its three abortive nuclei 
and one functional nucleus. 

When reduction of chromosomes takes place at the germination 
of the zygote, no 2x generation, except the zygote, is built up, and 
some botanists claim that no 2x generation is present. But a 2x 
generation has been initiated and, from this beginning, the study of 

1) We recognize that the carpospore of Polysiphonia and similar forms, 
and also the aeciospore, urediniospore and early stages of the teliospore in the 
Basidiomycetes are 2x structures. In these forms, the only spores, in the sense 
in which we are using the term, are the tetraspores and basidiospores. 
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alternation is largely a study of the evolution of the new generation. 
Considerable complexity and, in some cases, a great increase in size, 
is reached in the algae; but the greatest development in complexity 
and in size came in the descendants of those algae which adopted a 
land habitat. 

In the liverwort, Riccia, reduction of chromosomes is delayed, 
there being several mitoses between fusion of gametes and reduction 
of chromosomes. The result is a small but easily recognizable 2x 
body, which is very simple, consisting entirely of spores, except the 
outer sterile protective layer of cells. Somewhere in the algae we 
might hope to find conditions intermediate between Spirogyra and 
Riccia, perhaps in Coleochaete. In Coleochaete scutata reduction 
takes place at the germination of the zygote, as in Spirogyra. But 
there is at least one more mitosis before spores are formed. The 
8-celled body produces spores and, from its function, might be called 
a sporophyte; but, to avoid confusion, this name should be reserved 
for 2x plants which produce spores. Similarly, there are 2x plants 
which produce gametes. It simply means that the terms gameto- 
phyte and sporophyte, as applied in the higher plants, are not always 
synonymous with x and 2x generations, the latter pair of terms being 
broader. 

The 8-celled x spore producing body in Coleochaete has a form 
very different from that of the x gamete producing body, and its form 
suggests that it might be the forerunner of such a 2x body as is found 
in Riccia. If reduction of chromosomes should be delayed, a body 
much like that in Riccia would be formed. Where does reduction 
take place in other species of Coleochaete where the body developed 
from the zygote contains 16, 32 or even 64 cells? On the other hand, 
some simple aquatic tropical liverwort might bridge the gap. Prof. 
Baenes and Prof. Land found more than 20 new species of liverworts 
and mosses, including three new genera, in one week, within a days 
walk from their hotel near the volcano, Colima, in Mexico. They 
were not collecting algae. Consequently, the suggestion that forms 
may still be found to bridge the gap is not entirely visionary. 

The evolution of alternation of generations is marked by an 
increasing number of mitoses between the fusion of gametes and the 
reduction of chromosomes. In general, with the increasing interval 
between fusion and reduction, a larger 2x body is built up, with in- 
creasing differentiation. In Riccia almost all of the 2x body produces 
spores ; in Marchantia, spores are formed only in the products of the 
epibasal cell and even here there is a sterile protective layer on the 
outside, and much of the sporogenous tissue develops into elaters. 
In Awthoceros there is, in addition, a columella, and in some of the 
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order the “elaters’’ form a plate between the spore masses, a condi- 
tion which might develop into leaves. However, a definitely leafy 
2x generation has not yet been found below the pteridophytes* It 
may be that the first leafy 2x plants were such pteridophytes as some 
of the Psilophy tales. Much of the differentiation of the 2x body, as 
it appears in the bryophytes and pteridophytes, has been described 
by Bower in his theory of progressive sterilization of sporogenous 
tissue, a theory which he has established so thoroughly that many of 
us regard it as a fact. 

The 2x generation, in its simplest form, is merely a zygote which, 
in its first two mitoses, produces four spores, as in Spirogyra, where 
the spores are represented only by nuclei with surrounding cytoplasm ; 
in some species of Mesocarpus, where the four spores have spore 
walls, and in Oedogonium, where the four spores are motile. In 
Riccia there are a few mitoses after the fusion of gametes, with a 
differentiation into sporogenous and sterile tissue, before spores are 
formed. And in the further evolution of the 2x phase, the sporo- 
genous tissue is more and more restricted and comes later and later 
in the life history. Some cycads reach an age of 30 years and have 
leaves 3 meters long before any sporogenous tissue appears. In 
Nereocystis the sporophyte often reaches a length of 30 meters before 
spores are formed. 

As the 2x phase develops, the x phase becomes more and more 
reduced, until, in the angiosperms, it would not be recognized as the 
descendant of an originally green independent plant, were it not for 
its place in the evolutionary series. 

While the two phases alternate so definitely, their forms present 
infinite variety. In Dictyota, the two generations are of the same 
size, look alike, and the x phase is dioecious. In Cutleria, the two 
phases look different, with the x generation like a delicate Fucus and 
dioecious, while the 2x looks like a large Peziza. In the nearly related 
Zanardinia, both generations look like large Pezizas, and the x phase 
is monoecious. In some of the brown algae, like Nereocystis, with its 
2x phase, more than 30 meters in length, the x phase is so small 
that it has never been found except in cultures. In the red alga, 
Polysiphonia, in the vegetative condition, the two phases look alike 
and the x phase is dioecious. A separation of the two phases, except 
on an x and 2x basis, seems impossible ; for after fusion of gametes 
in the carpogonium, the fusion nucleus slips down into a large cell 
formed by the union of auxiliary cells and, in this large cell, the 
fusion nucleus divides repeatedly; parts of the wall of the big cell 
bulge up and each bulge receives a 2x nucleus, becoming a carpo- 
spore w^hich germinates into a 2x plant. Some cells of the 2x plant 
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finally undergo reduction and produce spores with the x number of 
chromosomes. These spores germinate into antheridial and carpo- 
gonial plants. In the big cell of the cystocarp, some nuclei of auxiliary 
cells may divide, showing the x number of chromosomes ; while other 
nuclei, resulting from the fusion in the carpogonium, divide and show 
the 2x number. This fusion cell, with both kinds of nuclei and also 
the wall of the cystocarp, one layer of which is of x cells derived 
from the female plant and the other layer of 2x cells, resulting from 
fertilization, would be hard to place in either generation, except on 
an X and 2x basis. 

Even among those who accept the x and 2x basis for separating 
the two generations, there is sometimes a difference of opinion as 
to the limits of the generations. Puceinia, grammis will illustrate. 
A binucleate phase appears in the aecium, continues in the mycelium 
derived from the aeciospore and in the urediniospores and in the young 
teliospores, the two nuclei fusing in the older teliospore. Some would 
contend that the 2x phase begins with this fusion in the teliospore. 
We believe it begins with the binucleate condition in the aeciospore. 
Even in Pinus, the gamete nuclei are in the spirem stage, or later, 
before they become included within one nuclear membrane. In Lilium 
the independence is about the same; and, if the chromosome is an 
independent organ, there is never any loss of identity. As far as any 
theory is concerned, it hardly seems to matter whether each nucleus 
keeps its own membrane or the two chromatins become surrounded 
by a single membrane. 

It is only in the thallophytes that cases may be found in which 
the two generations are entirely independent of each other, as in 
Cutleria, Zanwrdinia, Dictyota, and Nereocystis. There are many 
cases in which the 2x phase is more or less parasitic on the x genera- 
tion. In the mosses, the 2x phase is parasitic on the x phase through- 
out its entire life. In the pteridophytes the 2x phase is parasitic only 
during early embryogeny. In the gymnosperms, the parasitic period 
is still further reduced and in some angiosperms, notably the orchids, 
the parasitic condition of the 2x stage consists of only a few cells with 
no differentiation into regions. 

Gn the other hand, the x generation, with the appearance of 
heterospory, becomes parasitic and more and more reduced as the 
seed stage is reached. In heterospory, the x generation is necessarily 
dioecious. In the conifers — ^to mention only the female line — ^the x 
generation, entirely confined within the spore coat, consists of 
thousands of cells and produces archego nia which are only a little 
more reduced than those of the pteridophytes. But in the Gnetales, 
the reduction has gone much further until, in Gnetum, cells are 
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formed only at the antipodal end of the gametophyte, the micropylar 
end remaining in the free nuclear condition until fertilization has 
taken place. In the angiosperms reduction has gone still further, so 
that in most cases there is only an 8-nucleate structure, bearing no 
resemblance to a green independent individual. It looks more like 
an integral part of the host generation, and would be so interpreted 
were it not for its place in the evolutionary series. The limit of this 
reduction is seen in Plumbagella, where there are only four of the x 
nuclei, one of which is the egg nucleus. 

Thus there are cases in which both generations are independent 
throughout the life history ; cases in which the x generation is in- 
dependent throughout the life history, and cases in which it is depen- 
dent throughout the entire history; cases in which the 2x generation 
is independent throughout, and cases in which it is parasitic through- 
out its whole life. And between these extremes, there are all possible 
gradations, with the x or 2x generation parasitic on the other during 
a greater or lesser part of its development. 

Alternation was recognized and described before names were 
given to types which seemed to be different. A mistaken view of the 
life history of Vaucheria and similar forms led Celakovski to propose 
the term homologous alternation for this type, while alternation, as 
it appears in the fern, was named antithetic. In Vaucheria^ for 
example, it was assumed that the fertilized egg gave rise only to 
individuals which produced spores, while the spore gave rise only to 
plants which produced gametes. Since the two individuals looked 
alike, the name, homologous alternation, seemed appropriate. How- 
ever, Klebs proved that there is no such differentiation in individuals. 
On the contrary, plants from spores can be made to produce either 
gametes or spores ; and plants from fertilized eggs may produce not 
only spores, but also gametes. All of the filaments are x plants, 
reduction taking place at the germination of the zygote. But the 
chromosome condition was not known when the terms were intro- 
duced. Disregarding the cytological feature, those who favor homo- 
logous alternation would extend it to forms like Dictyota, Poly- 
siphonia, and Zanardinia; but they might hesitate at Cutleria, 

Some even claim homologous alternation in the fern, since an 
alternation of prothallium and leafy plant may occur without fertiliza- 
tion or any change in chromosome numbers. Apogamy and apospory 
are well known throughout the plant kingdom and in many cases the 
cytological condition has been determined. However, we should 
regard these cases as deviations from the normal course of the life 
history, and consequently they would have no bearing upon a theory 
of alternation. One could scarcely look at the cytology of Taraxacum 
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without being convinced that it originally had normal fertilization, 
and that its apogamy is a derived condition. 

In short, we believe that alternation of generations arose from 
the fusion of gametes, with a doubling of the number of chromosomes, 
so that there is an alternation of x and 2x phases in the life history. 
With the appearance of the 2x phase, whether it be long or short, 
alternation has begun, and from this beginning there is an increasing 
dominance of the 2x phase, and, in the higher forms, a progressive 
reduction of the x generation. 

Speculation as to what the prothallium might be in the Psilo- 
phytales has no bearing upon the theory of antithetic versus homolo- 
gous alternation. The tuberous prothallia of Psilotum and Tmesi- 
pteris, and of most species of Lycopodium are derivatives of green 
independent prothallia like those of Lycopodium cernuum and several 
other species. Phylloglossum shows an interesting condition inter- 
mediate between an entirely green independent prothallium and the 
subterranean tuberous form, with a green branching part above, while 
a tuberous, yellowish part below contains the endophytic fungus. 
Some of the Devonian Psilophytales show tetrads of spores in 
sporangia and it is scarcely theorizing to suggest that the spores 
develop into prothallia with eggs and sperms. Any theory of alterna- 
tion should be based upon its origin, and the Psilophytales are already 
too far advanced to throw any light upon this subject. 

Since an alternation x and 2x phases occurs in animals, it might 
be asked whether we should claim that they also show alternation. 
The case in animals is no more extreme than in Plumbagella, where 
the X generation would not be recognized as an individual, except 
that it stands at the end of a long line in the reduction. Strasburger, 
in his classic paper on the Periodic Reduction, of Chromosomes, sug- 
gested an alternation in animals, and it seems to be the logical conclu- 
sion as we trace the gradual reduction of the x generation in plants 
until it finally becomes as far reduced as in the higher animals. 

Alternation of generations originates as an alternation of x and 
2x individuals, an antithetic alternation. In our opinion, it is the 
only type found in plants. 
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L Einleitung 

DalB das Tubenei des Kaninchens in vitro und zwar in Tyrode- 
Idsung, eine Zeit lang lebensfahig ist und kiinstlich befruchtet werden 
kann, babe ich schon mitgeteilt (Yamane 1930). Es hat sich dabei 
herausgestellt, da6 das Ei als Reaktion auf das Eindringen des Sper- 
matozoon die zweite Polzelle abstofit. Die Untersuchungen damals 
batten sich aber nur auf die Lebendobjekte beschrankt. Wir haben 
noch Schnittuntersuchungen der Eizelle in verschiedenen Befruch- 
tungsphasen auszufuren, wenn wir das Eindringen des Spermatozoon 
in die Eizelle und die darauf reagierende zweite Reifungsteilung 
bestatigen wollen. Bei den hinsichtlich .durchgefiihrten Schnitt- 
iintersuchungen erwies sich in ganz unerwarteter Weise, daB das in 
vitro besamte Ei im Befruchtungsvorgang yom in vivo befruchteten 
Ei sehr verschiedentlich ablauft. Der wesentliche Unterschied liegt 
darin, dal^ bei der kiinstlichen Besamung in vitro Polyspermie sowohl 
in der Eizelle als auch in der zweiten Polzelle iiberwiegend vorkommt, 

1) Ausgefuhrt mit Unterstutzung der Kaiseriichen Akademie der Wissen- 
schaften. 
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wahrend bei der normalen Befruchtung der Eizelle in vivo Mono- 
spermie die allgemeine Regel ist und das Eindringen des Spermato- 
zoon in die Polzelle iiberhaupt nicht auftritt. 

Im folgenden sollen nun diese eigenartigen Erscheinungen 
geschildert werden, die uns wichtige Schliissel zur Kausalanalyse des 
Mechanismus der Befruchtung darbieten. 

II. Material und Methode 

Die Tubeneier, die den 131/2 Stunden nach steriler Kopulation 
getoteten Tieren entnommen wurden, weshalb noch mit Follikelzell- 
masse und Corona radiata vollkommen ausgeriistet waren, wurden 
fast sogleich nach der Entnahme in vitro besamt. Da das ganze Ver- 
fahren von der Tdtung des Tieres bis zur Entnahme der Eier etwa 
30 bis 45 Minuten dauerte, geschah die Besamung beinahe 14 bis 
141/4 Stunden post coitum. Die Zeitspanne bis zur Fixierung 
schwankte je nach dem Ei. 

Die im folgenden zu schildernden Eier sind ausschliefilich die 
gleichen, die ich schon in der I. Mitteilung (1935 a) in bezug auf 
die Dispersion der Follikelzellen und die Ablosung der Coronazellen 
als Folgeerscheinungen der kiinstlichen Besamung beschrieben habe. 
Fiir die Technik der Gewinnung der Eier und der kiinstlichen 
Besamung in vitro habe ich daher auf dortige Ausfiihrungen zu ver- 
weisen. Die Fixierung erfolgte im Gemisch nach Bouin oder Bouin- 
Allen. Die Dicke des Paraffinschnittes betrug vorwiegend 5 fi bis- 

weilen 8 /t . Zur Farbung wurde die 
HElDENHAlNsche Eisenhamatoxylinlo- 
sung verwendet. 

Es sei hier etwas fiber die Schnitt- 
richtung des Eies hinzugeffigt. Beim 
Kaninchenei, wenn es auch isolecithal 
ist, konnen wir denjenigen Punkt der 
Eioberflache, Tvoraus die erste und die 
zweite Polzelle nacheinander abgestofien 
werden, als Eipol annehmen. Die Ver- 
bindunglinie zwischen Eipol und Eizen- 
trum bzw. ihre Verlangerung ist dem- 
nach als Eiachse anzunehmen. Ftir die 
iFeststellung der im Eiinneren vorgehen- 
den Befruchtungserscheinungen ist nun 
vor allem wichtig moglichst genau axiale 
Oder lattitudinale Schnitte herzustellen 
(Textabb. 1) . Wird das Ei gegen seine 
Axial- Oder Aquatorialebene in sehr 



Textabb. 1. Schema derSchnitt- 
richtungen des Kanincheneies. 
Das Ei stellt eine Oozyte II . 
Ordnung mit der ersten Polzelle 
dar. Die Verbindungslinie zwi- 
schen Eipol und Eizentrum bzw. 
ihre Verlangerung (fette Linie) 
ist als Eiachse anzunehmen. 
Schraffierung auf der linken 
und rechten Seite von dieser 
Achse zeigt axiale resp. lattitu- 
dinale Schnittrichtung. 
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schrager Richtung geschnitten, so wird die Verwertung der Praparate 
moistens erschwert oder sogar unmoglich gemacht. Trotz aller an- 
gewandten Miihe gelang es mir jedoch infolge der Winzigkeit des 
Eies^^ noch nicht an einzeln fixiertem Objekt sein Pol bzw. seine 
Achse zu bestimmen, urn Schnittrichtung zu kontrollieren, sodafi ich 
vorderhand mit zufallig gewonnenen nahezu axialen oder lattitudi- 
nalen Schnitten befriedigen mul3te. 

III. Einrichtung des Kanincheneies fiir die Monospermie 
bei der Befruchtung in vivo 

Wenn der Vorgang der normalen Befruchtung des Kanincheneies 
auch im Rahmen der vorliegenden Abhandlung nicht liegt, mul3 
jedoch eine kurze Beschreibung liber das Eindringen des Spermato- 
zoon in die Eizelle vorausgeschickt werden, um die Befunde bei der 
kiinstlichen Besamung in vitro damit zu vergleichen. 

Wie schon berichtet ( Yamane 1935 a) , werden die Tubeneier, 
die 13 VI Stunden und noch spater nach fertiler Kopulation gewonnen 
werden, durch proteolytische Wirkungen der sie in Angriff nehmen- 
den Spermatozoon nach und nach von der Follikelzellmasse befreit. 
Schon 15 Stunden post coitum ist die Eihtille ganz nackt oder hoch- 
stens mit einer kleinen Menge der Coronazellen teilweise bekleidet. 
Unter diesen Umstanden findet man eine Menge der Spermatozoen 
um das Ei; sie treten nicht nur aufierhalb und innerhalb der Eihiille 
sondern auch im perivitellinen Raum auf . Selbstverstandlich befindet 
sich die grofSte Menge der Spermatozoen aulSerhalb der Eihiille, wobei 
ihre Kopfe meistens an die Eihiille anhaftet sind. Im optischen 
Schnitt sieht man auch die Spermatozoen, die eben die Eihiille 
penetrieren, obwohl sie an Zahl viel geringer sind. Dabei nehmen sie 
meistens eine radiare seltens aber eine tangentiale Stellung gegen 
die Eihiille ein, 

Leichter zu beobachten sind die Spermatozoen im perivitellinen 
Raum am lebenden Ei. Besonders in der Polsphare sind sie deutlich 
im Schwimmen zu sehen, denn der perivitelline Raum wird an dieser 
Gegend durch Bildung einer oder zwei Polzellen bzw. durch Abplat- 
tung sogar Aushohlung der Eizelle so stark erweitert, dafi hier eine 
„Polkammer‘^ entsteht (Textabb. 2 u. 4). Einmal kam es vor, daB 
sie an die Polzellen stieBen und diesen eine rollende Bewegung her- 
beifiihrten. 

Die Zahl der Spermatozoen, die bei der normalen Kopulation 
ein Tubenei erreichen, ist freilich unter Umstanden sehr schwankend ; 
sie betragt scheinbar kaum weniger als 10. Dafiir moge die bei- 

1) Der Durchmesser des Kanincheneies exklusive der Eihiille betragt im Leben 
etwa 110-120 (j- . 
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folgende tabellarische Ubersicht der Ergebnisse der Zahlenbestiin- 
mungen der Spermatozoen um ein Ei mafSgebend sein. Es wurde 
namlich an je einem fixierten Tubenei durch Verfolgung der Serien- 
schnitte (Schnittdicke 5 /i) die Zahl der Spermatozoen bestimmt, die 
nicbt nur im perivitellinen Raum sondern auch an der Oberflache 
Lind im Inneren der Eihulle lagen. Die Zahl der Spermatozoen, die 
schon in den perivitellinen Raum gelangten, ist ohne weiteres als 
wirkliche zu betrachten, weil die Eihulle beim Einbettungsverfahren 
vor dem Entweichen der Spermatozoen schiitzt. Die Gesamtzahl der 
das Ei erreichten Spermatozoen mufi jedoch noch mehr betragen als 
die hier gefundene, da bei der Fixierung sowie Einbettung nicht 
geringe Zahl von ihnen verloren gehen konnen, selbst wenn man 
davon absieht, dafi eine enorme Menge der Spermatozoen bei der 
Dispersion der Follikelzellmasse durch Agglutination mit den Follikel- 
zellen schon vor der Fixierung vom Ei losgeht (Yamane 1935 a) . 
Die hier angegebene Zahl ist daher nicht als die wirkliche der ein 
Tubenei erreichten Spermatozoen sondern als ihre Mindestzahl zu 
betrachten. 


TabeUe 1* Ubersichtstabelle iiber die Zahl der ein Tubenei erreichten 
Spermatozoen exklusive dasjenige, welches sieh in der Eizelle 
in den Spermakern umgewandelt hat 


Nr. der 
Versuchs- 
tiere 

Alter der 
Eier bei der 
Entnahme 

Alter der 
Eier bei der 
Fixierung 

Nr. der 
Tubeneier 

Zahl der 
Spermatozoen 
im perivitelli- 
nen Raum 

Mindestzahl 
der ein Ei 
erreichten 
Spermatozoen 


ISJ Stunden 

16 Stunden 

TE 303 

8 

30 

K. 57 

post 

post 

TE 304 

4 

17 


coitum 

coitum 

TE 305 

6 

19 

K. 58 

15 

18 „ 

TE 312 

8 

23 

K. 60 

IV 

19 „ 

TE 326 

3 

' 27 

K. 62 

18 ,, 

19t „ 

TE 341 

1 6 

34 

K. 61 

20 

215 .. 

TE 268 
TE289 

1 2' 

1 3 

8 

11 

K. 52 

20 ,, 

22 „ 

TE 280 

7 

25 


Beraerkung: Bei alien hier in Betracht kommeaden Biern war schon in. der Eizelle je ein 
Spermakern gebildet. 


Aus der obigen Tabelle ist ersichtlich, dafi bei der normalen 
Befruchtung mehr als 3 Spermatozoen in den perivitellinen Raum 
eindringen konnen und die Gesamtzahl der Spermatozoen die gegen 
ein Ei ansammeln, mindestens 9 betragt, wenn man einen Sperma- 
kern mitrechnet. 

Die Bildung der zweiten Polzelle ist spatestens 13i/i Stunden 
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post coitiim vollendet, so daB man in diesem Zeitpunkt stets zwei 
groBe Polzellen findet, die eine erste und eine zweite Polzelle dar- 
stellen. In noch spateren Zeitpunkten erfahrt die erste Polzelle eine 
nochmalige Teilung; es entsteht dadurch die dritte Polzelle, die sich 
diirch seine kleinere Form auszeichnet. Da, wie vorlaufig mitgeteilt 
(Yamane 1930), das Eindringen des Spermatozoon flir die Bildung 
der zweiten Polzelle eine unentbehrliche Vorbedingung ist, so ergibt 
sich die allgemeine Regel, daB wenn die zweite Polzelle gebildet ist, 
das Spermatozoon schon in die Eizelle eingedr ungen ist.’^ In der 
Tat bei der Lebendbeobachtung der Tubeneier, die zwischen 13V^”20 
Stunden nach der fertilen Kopulation gewonnen warden, kommen im 
optischen Schnitt ein Eikern und ein Spermakern zum Vorschein, 
wenn die stehenbleibenden Goronazellen von der Eihulle vollkommen 
abgesaubert werden.^> Die beiden Geschlechtskerne lassen sich nam- 
lich in der Eimitte, und zwar im Hof dotterarmen Zytoplasmas, als 
zwei je nach der Beleuchtung bald heller bald dunkler erscheinende 
Blaschen ohne Schwierigkeit erkennen, indem sie schon sehr dicht 
beieinander liegen (Taf, 21, Abb. 1). Dieses Verhalten kann auf 
Schnitten genauer festgestellt werden (Taf. 21, Abb. 2). Welcher 
der beiden Geschlechtskerne mannlich oder weiblich ist, laBt sich 
vorderhand nicht leicht bestimmen. Es liegt aber nahe, daB der in 
der Eimitte liegende, groBere den Eikern und der etwas seitlich 
liegende kleinere den Spermakern darstellt. Verfolgung der Serien- 
schnitte von mehr als 80 Eizellen lieB sich bestatigen, daB auBer den 
oben beschriebenen Geschlechtskerne keine anderen Zellelemente von 
mannlicher Abstammung innerhalb der Eizelle zu finden waren, sei 
es in Form des Spermakerns, sei es in Form des Spermakopfes. 

Wie oben angegeben, betrug die Zahl der Spermatozoen, die schon 
im perivitellinen Raum lagen, weshalb direkt in die Eizelle gelangen 
konnten, mindestens 3. Trotzdem wurde bei alien untersuchten Eiern 
stets einziger Spermakern gebildet. Es laBt sich daher schliBen, daB 
das reife Kaninchenei bei der normalen Befruchtung fur das Ein- 
dringen nur eines Spermatozoon eingerichtet ist. 

Bevor wir die Beschreibung der normalen Befruchtung ver- 
lassen, mochten wir noch auf das Verhalten des unbesamten Tubeneies 
aufmerksam machen. Das Kaninchenei bei der Ovulation, die 
normalerweise gegen 10 Stunden post coitum erfolgt, ist stets mit 
einer Polzelle d.h. der ersten Polzelle ausgeriistet, was sich bei der 


1) Naheres dariiber soli in der nachfolgenden Abhandlung gesondert bebandelt 
werden. 

2) Es sei hier besonders bemerkt, daB bei der Feststeilung der Geschlechtskerne 
im lebenden Ei vollstandige Beseitigurg der Goronazellen imd gen an axiale Stellnng 
des Eies sehr wichtig sind. Sonst verwechseit man leicht Goronazellen und Polzellen 
mit bMschenartigen Geschlechtskernen. 
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Lebendbeobachtung ohne weiteres feststellen lafit. Bei Schnittunter- 
suchung ergibt sich andererseits, dal3 in diesem Stadium die zweite 
Polarspindel am Eipol sich lagert, und zwar zum Eiradius parallel 
stehenddl Bleibt das Ei unbesamt, so wird es immer in derselben 
Phase wie bei der Ovulation sistiert; die zweite Reifungsteilung ist 
gehemmt und das Ei besitzt immer noch nur eine erste Polzelle (vgl. 
Yamane 1930, Textabb. 2; 1935 a, Textabb. 4). 

IV. Experimente 

Wesentlich anders als in vivo verhalt sich der Befruchtungs- 
prozefi bei der kiinstlichen Besamung in vitro. Hierbei tritt nicht 
nur Monospermie sondern auch Polyspermie auf. Es kann sogar 
mono- und polysperme „Befruchtung“ der zweiten Polzelle vorkom- 
men. 

Die in dieser Hinsicht gemachten Schnittuntersuchungen bezie- 
hen sich mit etwa 33 Tubeneiern und zwar aus 7 Versuchstieren. 
Aus den oben geschilderten technischen Griinden waren aber nicht 
alle Falle entscheidend, so dafi ich nicht imstande bin, hinsichtlich 
eine statistische tjbersicht anzugeben. Wir beschranken uns daher 
vorderhand auf die Befunde von 7 typischen, aus einer grofieren 
Anzahl ausgesuchten Fallen. 

A. Betrachtung einzelner Falle 
Fall 1 ; TE 179 (K. 32) 

Dieses Ei wurde eine Stunde nach der Entnahme besamt und 6 
Stunden danach d.h. 2014 Stunden post coitum im Bouins Gemisch 
fixiert. Es wurde beinahe axial geschnitten. Bei der Schnittunter- 
suchung ergab sich folgendes Bild (Textabb. 2) : Die Eizelle liegt 
der Eihiille so eng an, dafi kein Zwischenraum zwischen den beiden 
bis auf die Polsphare vorhanden ist. So entsteht eine scharf be- 
grenzte „Polkammer“. Die erste Polzelle, die in dieser Polkammer 
liegt, ist eben in der nochmaligen Teilung begriffen, indem die zu 
bildende dritte Polzelle von der ersten noch mit einer Plasmabriicke 
verbunden ist. Hervorzuheben ist hierbei, dafi die Chromosomen der 
ersten Polzelle iiberhaupt zusammengeballt sind und in diesem 
Zustand in die dritte Polzelle ohne Mitose hineinzustromen scheinen ; 
es fehlt Spindelfaserbildung ganzlich. Die nochmalige Teilung der 
ersten Polzelle beim Kaninchen scheint somit ganz abortiv und zwar 
amitotisch zu sein. 

Am Eipol lagert sich die zweite Polarspindel in der Metaphase. 

1) Nach PiNcos utid Enzmann (1935) tritt diese Phase der Reifungsteilung 
schon 9 Stunden post coitum auf (vgl. ihre Tafelabb. 7). 
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Verfolgt man .nun Serienschnitte aufeinander, so findet man 5 
Spermakdpfe im Ooplasma; 2 von ihnen liegen im Polfeld und die 
anderen 3 befinden sich auch an 
der Zellperipherie anderer Ab- 
schnitte. Im Prinzip nehmen 
die Spermakopfe nahezu zentri- 
petale Richtungen ein, wenn sie 
auch mehr oder weniger tan- 
gential gestellt v^erden kbnnen. 

Auifallend ist, da6 die in die 
Eizelle eingedrungene Sperma- 
kbpfe Mittelstuck und Schwanz- 
faden entbehren. Daf3 das 
Mittelstuck dem im Ei liegende 
Spermakopf fehlt, ist an der 
Form des hinteren Eopfendes 
zu erkennen; der genannte Teil 
ist deutlich eingekerbt. Am 
Spermakopf lafit sich auch 
keine Asterenbildung nachwei- 
sen. Jedenfalls ist das Ei trotz 
des Eindringens mehrerer Sper- 
matozoen im Stadium der Oocyte 
11. Ordnung sistiert worden, 
wahrend die erste Polzelle eine 
weitere Teilung erfahren hat. 



Textabb. 2. Axialer Schnitt durch ein in 
vitro besamtes Tubenei (TE 179). Oben in 
der Polkammer ist die erste Polzelle in 
der nochmaligen Teilung begriffen ; die 
zusammengebaliten Chromosomen gehen 
amitotisch in die andere Hantelhalfte liber. 
Am Eipol liegt die zweite Polarspindel ; 
links unten im Ooplasma befindet sich ein 
Spermakopf. Das Bild wurde aus zwei auf- 
einander folgenden Schnitten hergestellt. 

Vergr. 600 X. 


Fall 2 : TE 203 (K. 35) 

Das Ei wurde mit sehr dickem Sperma besamt, 4 Stunden nach 
der Besamung d.h. I8V2 Stunden post coitum im Bouin-Allens 
Gemisch fixiert. 

Auf den Serienschnitten, die axial getroffen wurden, fallt starke 
Polyspermie auf (Taf. 22, Abb. 1) ; es last sich im ganzen etwa 10 
Spermakopfe im Ooplasma zahlen, wenn auch geschnittene Kopf- 
stiicke zur genauen Zahlenbestimmung Schwierigkeiten machen. Sie 
liegen nicht tiefer als Rindenschicht der Eizelle. Nach ihren zentri- 
petalen Stellungen beurteilt, sind die Spermakopfe von alien Punkten 
der Eioberflache her eingedrungen. Auch hierbei weder Schwanz- 
faden noch Mittelstuck sind im Ooplasma nachzuweisen ; Zentrbsomen 
und Strahlenbildung kommen nicht zum Vorschein. Am Eipol liegt 
die zweite Polarspindel, die dasselbe Bild wie zur Zeit der Ovulation 
bewahrt. Es verhalt sich aber bei der Polzelle etwas anders. Hier 
befindet sich nur erste Polzelle in Polkammer (Yamane 1935 a, Taf. 
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5, Abb. 2). Ihre Chroraosomen liegen ganz unregelmafiig ; sie zeigen 
noch keine Neigung dritte Polzelle zu bilden. Die erste Polzelle ver- 
harrt sich demnach auch in derselben Phase der Oogenese wie bei der 
Ovulation. 

Fall 3: TE 193 (K. 34) 

Das Ei wurde 51/^ Stunden nach der Besamung d. h. 201/2 Stunden 
post coitum nach BouiN- Allen fixiert; es wurde beinahe axial 
gesehnitten. Der Schnittbefund dieses Eies ist prinzipiell der gleiche 
wie der des Palls 2 : Verharrung der Eizelle sowie der ersten Polzelle 
in derselben Phase wie bei der Ovulation. Sehr bezeichnend ist 
jedoch, dafi 2 von 5 im Ooplasma liegenden Spermakbpfen nach dem 
Eintritt eine Umdrehung um 180° erfuhren. Die beiden Sperma- 
kopfe stellten sich namlich an der Zellperipherie zentrifugal, indem 
sie ihre Spitze nach auBen wandten (Taf. 22, Abb. 2). 

Hieraus scheint es, dal3 auch beim Kaninchen der ins Ei ein- 
gedrungene Spermakopf vor der Umgestaltung in den Spermakern 
eine Umdrehung erfahrt, was wahrscheinlich eine fiir alle Tiere 
geltende Erscheinung ist. Diese Phase der Befruchtungsvorgange 
scheint allerdings in einer sehr kurzen Zeitspanne abzulaufen, da sie 
in den Schnitten sehr selten vorkommt. 

Fall 4 : TE 201 (K. 35) 

Dieses Ei wurde ebenfalls wie beim Fall 2 behandelt und auch 
axial gesehnitten. Die Schnittbilder des Eies zeigten jedoch ganz 

anders(Taf. 21, Abb. 
4, 5, 6 und Textabb. 
3) : Das Ei ist in 
der zweiten Rei- 
fungsteilung begrif- 
fen; zweite Polzelle 
ist eben von der 
Eimutterzelle abge- 
schniirt. 

Die ellipsoidische 
zweite Polzelle ent- 
halt Tochterchromo- 
somen in der Telo- 
phase, wahrend ei- 
nige stabchenformige 
Chromosomen noch 
im zwischen Polzelle 
und Eizelle liegenden 
Stemmkorper blei- 



Textabb. 3. Axialer Sehnitt durch ein in vitro besamtes 
Tubenei (TE 201). Das Ei ist in der zweiten Reifungs- 
teilung begriffen, ; die zweite Polzelle ist schon bis auf 
StemmkOrper abgesehnurt. Dicht den Tochter chromo- 
somen im Polfeld liegt ein Spermakopf, deren Vorder- 
stUck z. T. abgeschnitten ist. Links von zweiter Polzelle 
lagert sich eine abortive dritte Polzelle, deren Chromo- 
somen nur als Kiigelchen auftreten. Das Bild wurde 
aus zwei aufeinander folgenden Schnitten hergestellt 
(vgl. Taf. 21, 4 und 6). Vergr. l.OOOx . 
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ben. Es liegt also eine verzogerte Chromosomenversorgung der zwei- 
ten Polzelle vor. Die Tochterchromosomen des Reifeies lagern sich am 
Eipob indem sie einigermaBen irregular angeordnet und von einem 
ausgesprochen hellen Hof umgeben sind, und Anzeichen der blaschen- 
artigen Umgestaltung aufweisen. Die erste Polzelle hat schon eine 
nochmalige Teilung erfahren, so dafi neben ihr eine kleine dritte 
Polzelle liegt, deren Chromosomen nur als ein Kiigelchen zu erkennen 
ist. Erste Polzelle selber erscheint fast zugrundegehend ; sie ist so 
stark abgeplattet, dal3 sie im Durchschnitt eine Spindelform zeigt, 
und ihre ganze Umrisse iiberhaupt schleierhaft auftritt. Ihre Chro- 
mosomen bilden einige Klumpen. Dieses Abplatten der ersten Pol- 
zelle ist vielleicht durch den von Erhebung des Eipols bedingten 
Druck hervorgerufen (Taf. 21, Abb. 6). 

Was das ins Ei eindringende Spermatozoon anlangt, so befindet 
sich der einzige Spermakopf ohne Strahlenbildung ganz dicht den 
Tochterchromosomen am Eipol, und zwar seine Spitze nach diesen 
zuwendend ; der Kopf bewahrt noch seine Form. AuBer dem genann- 
ten Spermakopf lafSt sich keine anderes Spermatozoon im Innere des 
Eies nachweisen. Hier liegt typische Monospermie vor. Dieses Ei 
gibt uns also diejenige Phase des Befruchtungsprozesses, bei dem 
das Spermatozoon gerade in die Eizelle eingedrungen ist und das Ei 
darauf eben zu reagieren beginnt. 

Sehr bemerkenswert ist, dafi wenn man nach Lage und Richtung 
des Spermakopfes beurteilt, das Spermatozoon hierbei vom Eipol her 
eingedrungen ist. Ganz tibereinstimmend mit den oben geschilderten 
Fallen ist weder Mittelstiick noch Schwanzfaden des Spermatozoon 
im Ei nachzuweisen. In Polkammer neben der zweiten Polzelle liegt 
noch ein Spermakopf, dem ebenfalls Mittelstiick und Schwanz ganz 
abgerissen worden sind (Taf. 21, Abb. 4). 

Falls: TE182(K. 33) 

Bei diesem Ei erfolgte die Fixierung 8 Stunden nach der 
Besamung d.h. 221/4 Stunden post coitum, und zwar im Bouins 
Gemisch ; es wurde axial geschnitten. 

Die Schnittuntersuchung zeigte folgendes (Textabb. 4) : Im 
Innere des Eies, etwas seitlich verschoben, liegen zwei kleine ovale 
Blaschen mit Chromosomenaggregaten sehr dicht nebeneinander, sie 
sind in Form und GrolSe spiegelbildlich gleich, wenn man zwei auf- 
einander folgende Schnitte vergleicht. Sie stellen offenbar zwei 
Geschlechtskerne dar, die sich zur Kopulation gegeneinander ange- 
nahert sind. Aul^er den hier geschilderten Geschlechtskernen laBt 
sich keine Spur vom Spermatozoon im Eiinneren nachweisen, sei es 
in Form des Spermakopfes, sei es in Form des Spermakerns. Es liegt 
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hier typische Monospermie vor, worauf die Eizelle noch weiter 
reagiert hat als beim Fall 4. 

In der Polkammer befinden sich nun zwei groBe Polzellen. Die 
eine ist mehr oder weniger abgeplattet und enthalt unregelmaBig 

verteilten Chromosomen ; auf Grund 
der Befunde im Fall 4 ist diese als 
erste Polzelle zu betrachten. Folge- 
richtig laBt sich die andere Polzelle 
als die zweite ohne weiteres bestim- 
men. Uberraschenderweise enth^t 
diese Polzelle zwei blaschenartige 
Kerne, die noch richtige Kernwand 
entbehren, aber scheinbar je einen 
Nukleolus besitzen. Da keine an- 
deren Chromosomen in dieser Pol- 
zelle vorhanden sind, haben wir den 
einen fiir den Ruhekern zu halten, 
der von den durch die zweite Rei- 
fungsteilung entstandenen Tochter- 
chromosomen ausgebildet ist. Sollte 
der eine wirklich Kern der Polzelle, 
Polkern, sein, so haben wir weiter 
den andern als Abkommling vom 
Spermatozoon, Spermakern, zu be- 
trachten. Wenn die beiden Kerne 
auch morphologisch sich voneinander 
kaum unterscheiden lassen, sind 
sie kleiner als die im Eiinneren liegenden; das Anwachsen des Kerns 
ist demnach ausgeblieben. Auf jeden Fall haben wir hier mono- 
sperme „Befruchtung'' der zweiten Polzelle vor ims. 



Textabb. 4. Axialer Schnitt durch ein 
in vitro besamtes Tubenei (TE 182). 
Das Polfeld der Eizelle ist durch 
AbstoBung der Polzellen ausgehohlt, 
so dafi hier eine Polkammer entsteht. 
In dieser Polkammer liegt die zweite 
Polzelle, die einen eigen en Kern 
(Polkern) und einen mit diesem ver- 
einigenden Spermakern enthalt. Im 
Ooplasma befinden sich Eikern und 
Spermakern, die sich zur Kopulation 
gegeneinander angenahert sind. 

Vergr. 600x. 


Fall 6: TE 183 (K. 33) 

Die Besamung und Fixierung des Eies erfolgten ganz gleich- 
zeitig und gleichartig mit dem Fall 5. 

Das Ei wurde vom Pol nach der entgegengetzten Seite hin etwas 
schrag zur Aquatorialebene geschnitten. Im ersten Schnitt kamen 
daher schon zwei groBa Polzellen zum Vorschein (Textabb. 5). Die 
eine besitzt Chromosomen in ebenso unregelmafiiger Verteilung, laBt 
sich daher als erste Polzelle kennzeichnen. Die andere, die demnach 
nicht anderes zu erwarten ist als zweite Polzelle, enthalt wieder 
erstaunlich 5 verschieden grofie Kerne, die sich durch deutliche 
Membran, belle Grundsubstanz und anscheinend je einen Nukleolus 
in Verbindung mit Chromatinnetz auszeichnen. Das ganze Ver halten 
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dieser Kerne ist genau dasselbe mit den im Ooplasma liegenden 
Kernen, die nachfolgend geschildert werden sollen. Die beiden Pol- 
zellen sind in der Grdfie fast gleich, aber in der Beschaffenheit ihres 
Protoplasma sehr verschieden. In der ersten Polzelle ist das Proto- 
plasma ebenso granulareich bzw. dunkelgefarbt wie im Polfeld der 
Eizelle, wahrend die zweite Polzelle granulaarmes bzw. hellgefarbtes 
Protoplasma aufweist. 

In weiteren Schnitten treten nun 2 bis 6 blaschenartige Kerne 
im Inneren der Eizelle aufeinander auf (Textabb . 6). Genaue 
Bestimmung ihrer Gesamtzahl ist trotz der Rekonstruktion schwer 
auszufiihren, da es bier eine starke Kernaggregation vorliegt. Es 
lafit sich aber wenigstens 7 oder 8 Kerne im ganzen Eiinneren zahlen. 


Die genannten Kerne sind, wenngleich schwankend, im grofien 
ganzen stark angewachsen ; sie sind durch eine Membran gegen die 
Nachbarschaft deutlich abgegrenzt und besitzen eine ganz belle 
Grundsubstanz, einen Oder zwei Nukleoli und ein meistens exzentriscb 
liegendes Cbromatinnetz. Wir baben bier also ein Kernaggregat vor 
iins, Welches aus einem Eikern und 6 oder 7 Spermakernen besteht. 
Dafi einer von ibnen Eikern sein sollte, gebt daraus bervor, da6 das 
Ei scbon zweite Reifungsteilung beendet infolgedessen zweite Pol- 
zelle abgestoBen bat. Obwobl sicb einzelner Kern gescblecbtlicb nicbt 


Textabb. 5. Schr§,ger Schnitt'Jdurch die Polkammer eines in miro besamten Tubeneies 
(TE 183). In der Polkammer befindet Sich links die dunkler erscheinende erste Pol- 
zelle, die unregelmaBig verteilten Chromosomen enthalt und rechts die heller er- 
scheinende zweite Polzelle, die einen Polkern und 4 Spermakerne aufweist. Die 
untere Halfte zeigt das Polfeld des Ooplasmas. Vergr. 600 x. 

Textabb. 6. Schrager Schnitt durch die Mitte desselben Eies mit dem in Textabb. 6 
gezeichneten (TE 183). Im Ooplasma befinden sich 7 Geschlechtskerne, die einen 
Eikern und 6 Spermakerne darstellen mussen. Das Bild wurde aus zwei aufeinander 
folgenden Schnitten hergestellt. Vergr. 600 x . 
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leicht bestimmen lafit, liegt die Vermutung jedoch naher, daB der in 
der Mitte des Aggregates liegende groBe Kern Eikern sein mag, 
wahrend die iibrigen die danach ziir Kopulation ansammelnden 
Spermakerne vertreten konnten. Die Wahrscheinlichkeit dieser Auf- 
fassimg wird dadurch verstarkt, daB die an der Peripherie liegenden 
Kerne nicht ganz kugelrund sind, sondern nach dem in der Mitte 
liegenden mutmaBlichen Eikern hin mehr oder weniger zugespitzt 
erscheinen als wenn sie zur Kopulation geneigt waren (Textabb. 6). 
Das geschilderte Ei stellt also einen Fall der Polyspermie, bei dem 
die ins Ei gelangten Spermakbpfe schon Umbildung zu den blaschen- 
formigen Spermakernen iind das weitere Anwachsen erfahren haben. 

Kommen wir nunmehr wieder dem Befiind der zweiten Polzelle 
zuruck, so finden wir, daB die KernverhMtnisse hierbei von denjenigen 
im Ei nicht wesentlich verschieden sind. Gegeniiber jenen fallt nur 
hier auf, daB das Kernwachstum betrachtlich gehemmt ist. Dem- 
nach stellt einer von 5 Kernen in der zweiten Polzelle ihren Ruhekern 
dar, wahrend die iibrigen die Spermakerne sein miissen. Es liegt 
also wieder „Befruchtung'' der zweiten Polzelle vor, bei der, mit der 
Eizelle Hand in Hand gehend, starke Polyspermie in Erscheinung 
getreten ist. 

Fall 7 : TE 194 (K. 34) 


Das Ei wurde 6 Stunden nach der Besamung d.h. 21 Stunden 
post coitum in Bouin-Allens Fltissigkeit fixiert. Der Befund 



Textabb. 7. Lattitudinaler Schnitt durch die Polkammer eines 
in vitro besamten Tubeneies (TE 194). Das linke heller er- 
scheinende Kdrperchen ist die zweite Polzelle, die z. T. mit- 
einander verschmolzene 5 Geschlechtskerne enth^lt. Das 
rechte dunkler erscheinende Kdrperehen mit Chromosomen 
ist die erste PoIzelle. Vergr. 600x . Textabb. 8. Lattitudinaler 
Schnitt durch die Innere von demselben Ei mit dem in Text- 
abb. 7. angegebenen. Im Ooplasma liegen 6 Geschlechts- 
kerne, die noch nicht ganz aggregiert sind. Vergr. 600 x. 


bei der Schnitt- 
untersuchung ist 
im wesentlichen 
gleichartig mit 
dem obigen Fall 6. 
Im ersten Schnitt 
treten schon zwei 
groBe Polzellen 
auf, was nahezu 
einen Lattitudinal- 
schnitt durch die 
Polkammer zeigt 
(Textabb. 7). Auf 
Grand der bis- 
herigen Befunde 
laJBt sich die eine, 
die Chromosomen 
besitzt, als erste 
Polzelle und die 
andere, die 5 
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Kerne enthalt, als polysperm befruchtete zweite Polzelle kennzeich- 
nen. In der letzteren sind die 5 rundlichen Kerne an ihren Beruh- 
rungsstellen miteinander verschmolzen, so daB hier ein pentaploides 
Synkaryon entstehen konnte, wenn die Polzelle noch weiter leben 
wiirde. 

In der Gegend der Eimitte liegen etwa 8 verschieden grol^e aber 
gleichfalls rundliche Kerne, die zweifellos einen Eikern und 7 
Spermakerne darstellen, obwohl sich die beiden geschlechtlich nicht 
leicht voneinander unterscheiden lassen (Textabb. 8). Hier hat noch 
keine Kernkopulation stattgefunden. 

B, Zusammenfassende Betrachtung der Falle 

Aus den oben geschilderten Besamungsversuchen mit Kanin- 
chenei in vitro geht hervor, dafi es sich eine groBe Mannigfaltigkeit 
von verschiedenen Befruchtungsmodi ergibt. Es kann normalerweise 
Monospermie vorkommen, es tritt aber haufiger Polyspermie in 
Erscheinung. Sehr erstaunlich ist, dab auch die zweite Polzelle 
monosperm oder polysperm befruchtet wird. Wir beginnen die 
zusammenfassende Betrachtung mit der Eizelle und behandeln Pol- 
zellen gesondert. 

1* Eizelle 

Von den oben beschriebenen 7 Fallen zeigen der vierte und der 
fiinfte normale monosperme Befruchtung, die sich resp. in Abstoftung 
der zweiten Polzelle und in der Bildung des Ei- und Spermakerns 
erweist. Dabei scheint die Umbildung des Spermatozoon in den 
Spermakern mit der Umbildung der Tochterchromosomen des Reif- 
eies in den Eikern zeitlich ubereinstimmend vorzugehen. Sobald der 
Spermakopf in die Eizelle eindringt, wird die zweite Polzelle aus- 
gestoben. In der spaten Telophase der zweiten Reifungsteilung ist 
aber der Spermakopf zu den Spermakern noch nicht umgewandelt 
(Textabb. 3), und erst bei der Umbildung der Eichromosomen in den 
Eikern gestaltet er sich in den Spermakern um. 

Die beiden Geschlechtskerne riicken weiter in die Eimitte und 
nahern sich gegeneinander um zu kopulieren (Textabb. 4). Wurde 
das Ei daher in geeignetem Medium mit geniigendem Stoffaustausch 
kultiviert, so hatte die vollstandige Verschmelzung des Eikerns mit 
dem Spermakern ja sogar nachtragliche Furchung stattgefunden. In 
der hier als Medium verwendeten Tyrodelosung jedoch scheint das 
Kaninchenei nicht imstande zu sein, im Befruchtungsprozeb so weit 
fortzuschreiten, daB es zur Bildung eines Furchungskerns kommt. 

Sehr auffMlig ist nun, da6 das Kaninchenei bei der kiinstlichen 
Besamung in vitro sehr leicht der starken Polyspermie unterliegt, die 
weiter zur Bildung der Spermakerne fortschreiten kann, um endlich 
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das Ei zu aktivieren. Die Aktivierung- der Eizelle durch Polyspermie 
war im sechsten und siebenten Fall der Experimente zu sehen. Hier 
trat die Abstofiung der zweiten Polzelle schon zutage. In der Eimitte 
befand sich ein Kernaggregat, welches aus 7 oder 8 verschieden 
grofien, blaschenartigen Kernen bestand (Textabb. 6 u. 8) . Wenn 
diese Kerne sich auch im einzelnen ihre Geschlechtszugehbrigkeit 
nicht leicht bestiramen liefien, kann es nicht zweifelhaft sein, dafi sie 
die Geschlechtskerne darstellten. Hieraus scheint, dafi auch in der 
Polyspermie die Eikernbildung mit der Spermakernbildung zeitlich 
zusammenfallt, obwohl das Kernwachstum in betrachtlichem Mafie 
schwankt. Nach dem Zustand der Kernaggregation kann man ferner 
schliefien, dafi alle Spermakerne Tendenz besitzen mit dem Eikern 
zu vereinigen (Textabb. 6). Weitere Entwicklung des polysperm 
befruchteten Eies war jedoch leider in der Tyrodelosung nicht zu 
verfolgen. 

Etwas anders verhielt sich die Polyspermie im ersten, zweiten 
und dritten Fall. Hier blieb das Ei ohne morphologische Veranderun- 
gen aus, indem es noch in demselben Stadium wie bei der Ovulation 
d.h. im Stadium der Oocyte 11. Ordnung sistiert wurde. Trotz des 
Eindringens mehrerer Spermakopfe kam Teilung der vertikal gestell- 
ten, zweiten Polarspindel der Eizelle bzw. Bildung des Eikerns nicht 
vor. Dafi dies aber nicht von der Starke der Polyspermie bedingt 
war, erweist sich die Tatsache, dafi die Gesamtzahl der ins Ei gelang- 
ten Spermakopfe hierbei innerhalb 5 bis 10 schwankte, wahrend 
dieselbe bei aktivierten Fallen 7 oder 8 betrug. Das Ausbleiben der 
zweiten Reifungsteilimg in der Eizelle ist demnach keine Folgeerschei- 
nung der Polyspermie; wir haben es vielmehr mit zeitlichen Ver- 
haltnissen zu tun: friihere Stadien der Polyspermie. Wie man in 
Tabelle 2 sieht, beginnt die Abstofiung der zweiten Polzelle erst I8I/2 
Stunden post coitum und die Bildung der beiden Geschlechtskerne 
erfolgt kaum friiher als 21 Stunden post coitum. 


Tabelle 2* Zeitliche Verhaltnisse der Spermakern- und Eikernbildung 
bei der kUnstlichen Besamung des Kanincheneies in vitro 
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Wir kommen nunmehr zur Frage des Eindringens des Spermato- 
zoon in die Eizelle. Bei der Polyspermie treten die Spermatozoon 
von jedem Punkt der Eioberflache ein, wahrend bei der Monospermie 
das Spermatozoon vom Eipol hineinzudringen scheint. Der letztere 
Befund ist jedoch noch an der groBeren Anzahl der Falle nach- 
priifungsbedtirftig. Sowohl im monosperm befruchteten als auch im 
polysperm befruchteten Ei ist keine, einem Empfangnishiigel ahnliche 
Erhebung des Ooplasmas an der Eintrittsstelle des Spermatozoon zu 
erkennen. Bei alien Fallen tritt der Kopf allein von den Abschnitten 
des Spermatozoon im Ooplasma auf. Das Spermazentrosom ist auch 
unsichtbar. Ob der stark farbbare Hinterteil des Kopfes das dicht 
hinter ihm gelegene Zentrosom verdeckt, wie Sobotta und Burck- 
HARD (1910) bei ihren Untersuchungen an Ratteneiern annahmen, 
Oder ob das Zentrosom im Ooplasma schon resorbiert ist, ist schwer 
zu entscheiden. Jedenfalls fehlt hier die Asterenbildung ganzlich. 
Unzweifelhaft ist ferner, daB das Spermatozoon im Ooplasma schon 
Mittelstiick und Schwanzfaden entbehren. Es haben bisher ver- 
schiedene Forscher bei verschiedenen Saugetieren, namlich van der 
Stricht (1902) bei der Fledermaus {Vesperugo)^ Sobotta und 
Burckhard (1910) bei der Ratte, Rubaschkin (1905) und Lams 
(1913) beim Meerschweinchen, und Kirkham (1907), Lams und 
DOORME (1907) bei der Mans, den ins Ei eingedrungenen Schwanz- 
faden des Spermatozoon beobachtet. Kremer (1924). konnte 
dagegen im Mausei selbst auf sehr friihen Stadien der Befruchtung 
keinen Schwanzfaden beobachten und vermutete, daB er bald, nach- 
dem er funktionslos geworden, einer Aufldsung anheimfalle. In den 
vorliegenden Experimenten kam es niemals vor, daB das Spermato- 
zoon samt dem Mittelstiick und Schwanzfaden im Ooplasma liegt. 
Ob sie erst nach dem Eindringen im Ooplasma auf gelost werden, oder 
ob sie schon beim Eindringen vom Kopf abgetrennt werden, laBt sich 
noch nichts Sicheres sagen, denn schwanzlose Spermakopfe konnen 
ebenfalls auBerhalb der Eihiille auftreten (Taf. 21, Abb. 3) . Es liegt 
nahe, daB der Schwanzfaden des Spermatozoon iiberhaupt in der 
Umgebung des Eies leicht auflosbar wird. 

Eine Zeit lang nach dem Eintritt nimmt der Spermakopf eine 
zentripetale Stellung ein (Taf. 22, Abb. 1)., Bevor er sich zum 
Spermakern umwandelt, erfahrt er aber anscheinend, wie bei alien 
anderen Tierarten der Fall ist, eine Umdrehung um 180°, wodurch er 
zentrifugal gestellt wird (Taf. 22, Abb. 2). Der GesamtprozeB von 
der Umdrehung des Spermakopfes bis zur Umgestaltung in den 
blaschenartigen Spermakern scheint allerdings innerhalb einer sehr 
kurzen Zeitspanne abzulaufen, da sie in den Schnitten seltens zum 
Vorschein kommen. 
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2* Erste Polzelle 

Wie schon geschildert, geht das Ei beim Kaninchen stets in Aus- 
riistung mit der ersten Polzelle in den Eileiter uber. Diese erfahrt 
in den meisten Fallen eine nochmalige Teilung, una die dritte Polzelle 
zii produzieren, so dafi man in Polkammer 3 Polzellen findet (Yamane 
1930, Taf. 22, Abb. 2 a u. b) . Diese Teilung geschieht in vitro etwa 
6 Stunden nach der Besamung d.h. 2 OV 2 Stunden post coitum, da der 
Fall 1 zu diesem Zeitpunkt gerade Teilungsfigur aufwies. Sebr 
auffallend ist, dafi die weitere Teilung der ersten Polzelle nicht 
mitotisch sondern amitotisch erfolgt; es lafit sich keinenfalls Spindel- 
fasern erkennen. Die erste Polzelle schnurt sich namlich hantel- 
formig ein, wenn auch nicht symmetrisch, und ihre zusammengeballte 
Chromosomen fliefit teilweise in die abgeschnurte Hantelhalfte hinein 
(Textabb. 2) . Die auf diese Weise entstandene, dritte Polzelle ist 
viel kleiner als ihre Mutterzelle d.h. die endgiiltige erste Polzelle, 
auch als ihre Schwesterzelle d.h. die zweite Polzelle, so dafi sie sich 
schon bei der Lebendbeobachtung ohne weiteres kennzeichnen lafit. 
Weder in der ersten noch in der dritten Polzelle bildet sich ein 
Ruhekern. 

Von besonderer Bedeutung ist, dafi erste Polzelle trotz der starken 
Polyspermie in der Eizelle kein Spermatozoon eindringen lafit (Fall 
1, 2 u. 3). Auch in den Fallen, wo zweite Polzelle der starken 
Polyspermie anheimgef alien ist, bleibt sie unbefruchtet (Fall 6 u. 7). 
Enter schied zwischen der ersten und der zweiten Polzelle im Ver- 
halten mit dem Spermatozoon ist allerdings nicht der Zellgrofie 
ziiriickzufuhren, da die erste Polzelle in der Regel grofier ist als die 
zweite. Es hangt vielmehr vom Unterschied der Beschaflfenheit des 
Zytoplasmas ab, woriiber ich spater in der anderen Abhandlung 
besprechen mbchte. Die nochmalige Teilung der ersten Polzelle kann 
daher ganz unabhangig vom Spermatozoon zustandekommen. Auch 
im Fall, wo ihre Mutterzelle d.h. die Oocyte II. Ordnung ungeteilt 
bleibt, kann die erste Polzelle einer weiteren Teilung unterliegt 
werden. Somit ist die letztere Zellteilung von der ersteren Zell- 
teilung unabhangig. 

3. Zweite Polzelle 

Die Abstofiung der zweiten Polzelle erfolgt erst nach dem Ein- 
tritt des Spermatozoon in die Eizelle; die Chromosomen der zweiten 
Polarspindel werden namlich erst dadurch in Tatigkeit gebracht. Es 
hangt dabei nicht von der Modus der Befruchtung ihrer Mutterzelle 
ab, ob sie monosperm oder polysperm ist (vgl Tabelle 2). 

Ganz iiberraschend ist der Befund, dafi ein oder mehrere Sperma- 
tozoen in die zweite Polzelle eindringt. Wie ira reifen Ei kann dabei 
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nicht nur Monospermie (Fall 4 u. 6) sondern auch Polyspermie 
(Fall 6 u. 7) eintreten. Der penetrierte Spermakopf kann sich sogar 
in den Spermakern umwandeln und die Chromosomen der zweiten 
Polzelle bilden ebenfalls einen ruhenden Kern, Polkern. Die gebil- 
deten Spermakerne sind geneigt mit dem Polkern zu vereinigen. Da 
im Normalfall die Chromosomen der Polzellen in keinen richtigen 
Rnhezustand eingehen, sondern in wenig verandertem Zustand vor- 
handen sind, so ist diese Polkernbildung als Reaktion auf das Ein- 
dringen des Spermakopfes zu betrachten. Somit kbnnen in der 
zweiten Polzelle durch Penetration des Spermakopfes zweierlei 
Reaktionen veranlafit werden: Umwandlung der Chromosomen in 
den Polkern und Umwandlung des eingedrungenen Spermakopfes in 
den Spermakern. 

Sehr bezeichnend ist schliefilich, dai3 das Zytoplasma der poly- 
sperm befruchteten Polzelle an Kbrnchen bedeutend armer ist, dem- 
entsprechend viel heller erscheint als das des Polfeldes der Eizelle. 

V. Besprechung der Ergebnisse 

In erster Linie zu erwahnen ist, dafi das reife Kaninchenei unter 
normalen Verhaltnissen fiir die Monospermie eingerichtet ist. Es 
treten mehr als ein Spermatozoon in den perivitellinen Raum ein und 
gelangen an die Zellmembran das Eies; trotzdem kommt die Poly- 
spermie niemals vor. Wahrend Kibkham (1907) und Krembe 
(1924) bei der Maus monosperme Befruchtung ubereinstimraend fest- 
stellten, beschrieben Sobotta und Burckhard (1910, S. 482) bei der 
Ratte: „Auffallig haufig, ganz im Gegensatz zu dem Verhalten bei 
der Maus, wurden mehrere Spermatozoen im Ei gef unden, insbeson- 
dere offers ein solches, das im Eindringen begriffen war und noch 
teilweise zwischen Ei und Oolemma gelegen war, wahrend ein anderes 
bereits im Ooplasma sich befand und die oben beschriebenen ersten 
Umbildungserscheinungen erkennen liefi“. Da das Oolemma nach 
der Auffassung der genannten Autoren keins richtige Zellmembran 
der Eizelle sondern nichts anderes als Eihiille ist, kann der obige 
Befund bei den Ratteneiern als Beweis fiir die Polyspermie nicht 
betrachtet werden. Es scheint daher die monosperme Befruchtung 
fiir die Saugetiereier eine allgemein giiltige Erscheinung zu sein. 

Wodurch eine monosperme Befruchtung beim Saugetierei ge- 
wahrleistet wird, wissen wir noch nicht. PiNCUS und Enzmann 
(1932) vermuten, dafi der perivitellihe Raum zu eng sei iiberzahlige 
Spermatozoen „den Kopf voran“ an das Ei zur Penetration anstofien 
zu lassen, was rein mechanischerweise vor Polyspermie schiitze. Das 
trifft aber nicht zu, weil der Eintritt der Spermatozoen bei Besamung 
in vitro von jedem Punkt der Eioberfiache sogar von den der Eihiille 
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ziemlich dicht liegenden Abschnitten erfolgt (Taf . 22, Abb. 1) . Auch 
die fur Echinodermeneier gemachte, klassische Erklarung, dafi sobald 
das erste Spermatozoon das Ei erreicht, die Bildung einer Membran 
(Befruchtungsmembran) in der Eizelle erfolgt und das Eindrin- 
gen der nachtraglich zu gelangenden Spermatozoen dadui'ch auf 
mechanischer Weise verhindert wird, ist bier nicht verwendbar, weil 
das reife Kaninchenei schon vor der Befruchtung eine eigene Zell- 
raembran besitzt und keine weitere Membranbildung erfahrt. Durch 
zahlreiche, mit Kaltbliitereiern vor allem mit isolecithalen Eiern 
gemachte Experimente sind wir schon ermittelt, dafi der monosperme 
Mechanismus von der Zustandeveranderung des Ooplasmas abhangig 
ist und die Bildung der Befruchtungsmembran als Folge dieser 
Plasmaveranderung sich manifestiert, wenn sie auch als Hindernis 
fur iiberzahlige Spermatozoen leisten kann, und ferner, dal5 das 
zunachst Ei gelangte Spermatozoon einen Reiz ausiibt, der fast 
momentan ins Ooplasma ausbreitet, um dies befruchtungsunfahig zu 
machen, (vgl. „Wave of negativity" von JUST, 1919). 

Zur Erklarung des monospermen Mechanismus beim ebenfalls 
isolecithalen Saugetierei ware die einfachste Annahme daher die, 
dafi das zunachst ins Ei eingedrungene Spermatozoon einen chemi- 
schen Stoff bildet, der ins Ooplasma rasch diffundiert und Zellmem- 
bran erreichen kann ; er kann direkt auf die nachtraglich einzugehen- 
den Spermatozoen hemmend einwirken oder zunachst die Zellmem- 
bran beeinflussen, deren Veranderungen erst sekundar fiir die iiber- 
zahligen Spermatozoen undurchlassig machen. 

Es fragt sich nun, warum das monosperme Kaninchenei bei der 
kiinstlichen Besamung in vitro der starken Polyspermie unterworfen 
wird. Auf Grund der zahlreichen Beobachtungen bei Kaltbliitereiern, 
bei denen die pathologische Polyspermie sehr oft vorkommt, besch- 
reibt Waldeyer (1906, S. 425) iiber ihre Ursache zusammenf assend : 
„Wenn die Eier irgendwie geschwacht sind: durch langeres Warten 
auf die Befruchtung, ungunstige Medien, Zusatz abandernder 
Reagentien, Chloroformieren u. a., dann treten auch in monosperme 
Eier mehrere Spermien ein“. Da bei unseren Besamungsversuchen 
mit Kaninchenei in vitro derartige Ei schwSchenden Umweltfaktoren 
wie langeres Warten auf die Befruchtung, ungunstige Medien, vor 
allem Sauerstoffmangel usw. nicht ausgeschlossen sind, konnte man 
auch fiir die Ursache der Polyspermie des Kanincheneies z. T. Ana- 
logieschlufi ziehen. Unerklarlich bleiben immer noch die Befunde im 
Fall 6 und 7. Hier unterliegte die Eizelle der zweiten Reifungs- 
teilung und produzierte zweite Polzelle. In der Eizelle hatten sich 
Eikern und Spermakerne gebildet ; die beiden Geschlechtskerne, die 
in betrachtlichem Mal5e anwachsen, aggregieren in der Eimitte gegen- 
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einander, als ob sie zur Kopulation angenahert waren. Das ganze 
Verhalten der Reaktionen in der Eizelle ist genau dasselbe wie bei 
der monospermen Befruchtung in vitro (vgl. Fall 4 u. 5). 

Durch Analyse der physiologischen Polyspermie im vollstandig 
durchgeschnilrten und hantelformig eingeschniirten Triton-'Ei hat 
Fankhauser (1925) drei chemische Faktoren angenommen, die 
zwischen Eikern und Spermakern existieren und fiir die Form- 
bildung der beiden Geschlechtskerne mafigebend sind: 1. Einen 
zunachst von Spemann (1914) bewiesenen hemmenden Faktor, der 
vom Hauptspermakern und spater vom Furchungskern und seinen 
Abkommlingen ausgeht, und die Entwicklung der Nebenspermakerne 
unterdriickt, 2. einen beschleunigenden Faktor der vom Eikern aus- 
geht und liber haupt die Entwicklung der Spermakerne hervorruft, 
auch zugleich den diesem am nachsten gelegenen Spermakern zum 
Hauptspermakern macht, und 3. eine Anziehungskraft, die zwischen 
den beiden Geschlechtskernen besteht und zur Kernverschmelzung 
fiihrt. 

Inwieweit sich die hier in Betracht kommende abnorme Poly- 
spermie des Kanincheneies mit der physiologischen Polyspermie des 
Triton-'Eies eine Parallele ziehen laUt, ist nicht leicht festzustellen. 
Sollten aber die Entwicklung und Kopulation der beiden Geschlechts- 
kerne auch bei der Befruchtung des Kanincheneies bestimmte Stotf- 
bildung in Anspruch nehmen, so konnen wir Polyspermie des Kanin- 
cheneies nicht immer als Reaktion des lebensschwachen Eies auf- 
fassen; es kann Polyspermie auch im lebensaktiven Ei in Erscheinung 
treten. 

Eine wichtige Stiitze fiir diese Auifassung liefert nun die Be- 
fruchtung der zweiten Polzelle. Wie schon bei der Lebendbeobach- 
tung der normalen Befruchtung geschildert, konnen die in Polkammer 
eingedrungenen Spermatozoon beim Hin- und Herschwimm’en an die 
Polzellen stofien. Die Polzellen haben daher ebenso viele Gelegen- 
heiten zur Befruchtung wie das Reifei. Trotzdem konnen die Sper- 
matozoon im Normalfall weder in die erste noch in die zweite Polzelle 
eintreten. Die bisher allgemein verbreitete Annahme, dal3 die Pol- 
zellen wegen ihrer Winzigkeit Spermatozoon nicht eindringen lassen, 
ist beim Kaninchen nicht stichhaltig, weil selbst die kleinere zweite 
Polzelle im Vergleich mit der GroBe des Spermakopfes einen viel 
grblSeren Umfang hat (vgl. Spermakopf in Textabb. 2 mit der zweiten 
Polzelle in Textabb. 4). Conklin (1915) liefS Crepidula-Eier durch 
Anwendung der Zentrifugalkraft in zwei gleich grofie Tochterzellen 
teilen, ein Reifei und eine Riesenpolzelle, welch letztere je nach der 
Operationszeit erste oder zweite Polzelle sein konnte. Er fand dabei, 
dal3 das Spermatozoon nur ins Reifei hineinging, wahrend es in der 






602 


J, Yamane 


Cytologia, Fujii jub. vol. 


Riesenpolzelle immer fehlte. Da das Spermatozoon bei Crepidula 
vor der ersten Reifungsteilung ins Ei eindringt, erklart Conklin 
die Ursache der Uilfahigkeit der Polzelle zur Befruchtung dadurch, 
dafi, wenn das Spermatozoon vor der Abschniirung der ersten Pol- 
zelle ins Ei eintritt, sowohl die Polzelle als auch die nachtraglich 
vom Ei gebildeten anderen Zellen gegen andere Sperraatozoen „im- 
munisiert" sind. Demnach kann man auch beim Kaninchen, bei dem 
die Abstofiung der zweiten Polzelle erst nach dem Eintritt des Sper- 
matozoon in die Eizelle erfolgt, die Befruchtungsunfahigkeit der 
zweiten Polzelle dadurch erklaren, dafi ihr Zytoplasma ebenso wie 
dasjenige ihrer Mutterzelle schon fiir die nachtraglich einzudringen- 
den Spermatozoen immunisiert istd> 

Besaraen wir nun diese gegen Spermatozoen immun gewordene 
zweite Polzelle in vitro, so lafit sie sich ein oder mehrere Spermato- 
zoen eintreten ; es kommt sogar Spermakernbildung zustande. Ander- 
erseits werden ihre Chromosomen in den ruhenden Kern, Polkern, 
umgebildet, was im Normalfall nicht vorkommt.-h Polkern und 
Spermakerne konnen weiter gegeneinander verschmelzen, so dafi ein 
polyploides Synkaryon entstehen konnte. Es handelt sich also keines- 
wegs um eine Reaktion der geschwachten Polzelle sondern urn eine 
Reaktion der aktivierten Polzelle, die sonst nicht reaktionsfahig ist. 
Die mono- und polysperme Befruchtung der zweiten Polzelle ist dem- 
nach im Prinzip mit der polyspermen Befruchtung der Eizelle gleich 
und lassen sich der Zerstorung des monospermen Mechanismus zu- 
riickfiihren. 

Wenn wir nun nach den Ursachen der polyspermen Befruchtung 
der Eizelle und der mono- und polyspermen Befruchtung der zweiten 
Polzelle fragen, die nur bei der kiinstlichen Besamung in vitro in 
Erscheinung treten, so fallt unser Auge vor allem auf die direkte 
Besamung mit sehr dicker. Spermasuspension, vorausgesetzt, dafi 
diese auffallende Erscheinungen keine Reaktionen auf die zell- 
abschwachenden Umweltfaktoren darstellen. Es ist bei einigen Kalt- 
bliitern wie Frosch, Seeigel usw. wohl bekannt, dafi man nur durch 
Besamung mit iibermafiig dickem Sperma Polyspermie herbeifuhren 
kann (Wilson 1928, S. 418). Es kommt also bei der Zerstorung des 
monospermen Mechanismus in der Eizelle die Quantitat der Spermato- 
zoen in Frage. 


1) ^ Die Unffihigkeit der ersten Polzelle zur Befruchtung, die schon vor dem 
Eindringen des Spermatozoon von der Oozyte 11. Ordnung abgeschnurt deshalb 
gegen Spermatozoon noeh nicht immunisiert ist, kann wohl auf die andere Be- 
schaffenheit des Zytoplasmas beruhen. Diese Prage lasse ich jedoch vorderhand 
dahingestellt. 

2) SoBOTTA und Borckhaed (1910) teilen auch mit, dafi bei der Ratte die zweite 
Polzelle niemals einen Ruhekern bildet. 
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In der 11. Mitteilung dieser Studien (1935 b)habe ich schon nach- 
gewiesen, dab das Spermatozoon bestimmte leicht extrahierbare 
chemische Substanzen wahrscheinlich Tryptasen enthalt, die imstande 
sind, das Zytoplasma sowohl der Eizelle, der Follikelzellen und der 
Coronazellen als auch. die Eihiille aufzulosen, und ferner, dab die 
betreffenden Substanzen je nach der Dosis auf die Eizelle bald zytoly- 
tisch bald zellaktivierend einwirken konnen. Es ist daher leicht an- 
zunehmen, dab bei direkter Besamung mit sehr dickem Sperma diese 
proteolytischen Substanzen in hohem Mabe dem Ei hinzugefiigt 
werden und das Durchgehen der auberordentlich vieler Spermatozoen 
durch die Coronazellen und Eihiille erleichtert werden, um weiter in 
den perivitellinen Raum einzutreten. Die Folge davon ist, dab die . 
an die Eioberflache gelangten Spermatozoen einen zytolytischen Ein- 
flub vorerst .auf die Zellmembran austiben, wodurch der monosperme 
Mechanismus durchaus zerstort wird. Somit konnen die iiberzahligen 
Spermatozoen ohne Schwierigkeit in die Eizelle penetrieren. Dasselbe 
Verhalten kann man auch fiir die mono- und polysperme Befruchtung 
der schon gegen das Spermatozoon immunisierten zweiten Polzelle 
annehmen. So reduziert sich die Frage nach der polyspermen Be- 
fruchtung der Eizelle und der mono- und polyspermen Befruchtung 
der zweiten Polzelle auf die Frage nach der proteolytischen Wirkung 
der Spermatozoen. Selbstredend verhalten sich die Reaktionsbilder 
hier etwas anders als bei der Einwirkung des Samenextraktes, da das 
Spermatozoon noch andere Wirkungen haben mub, die vorderhand 
vernachlassigt werden konnen. 

VI. SchluB 

Das Kaninchenei vielleicht Saugetierei im allgemeinen ist unter 
normalen VerhMtnissen monosperm. Der Mechanismus dafiir ist 
auf Grund der Befiinde der isolecithalen Kaltbliitereiern wahrschein- 
lich so zu erklaren, dab das zunachst ins Ei eingedrungene Spermato- 
zoon einen chemischen Stoif bildet, der ins Ooplasma rasch diffundiert, 
um Zellmembran zu erreichen, und diese fur iiberzahlige Spermato- 
zoen undurchlassig machen kann. Wird das Ei aber in vitro besamt, 
so tritt Starke Polyspermie auf. Da hierbei eine grobe Menge der 
Spermatozoen direkt auf das Ei einwirkt, und jedes Spermatozoon 
proteolytische Substanzen enthalt, dann mub die einmal gegen andere 
Spermatozoen „immunisierte'' Zellmembran stark beeinflubt werden, 
sodab uberzahlige Spermatozoen leicht ins Ei durchgehen konnen. 
Die zweite Polzelle, die erst nach dem Eindringen des Spei*matozoon 
ins Ei abgestoben wird, sollte der obigen Annahme nach gleichzeitig 
mit ihrer Mutterzelle immunisiert, d.h. nicht mehr befruchtungsfahig 
sein. Trotzdem wird diese Polzelle bei der Besamung in vitro mono- 
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Oder polysperm befruchtet, was wieder der proteolytischen Wirkung 
der Spermatozoen zuriickgeschrieben werden kann. 


t: : 
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VIII, Tafelerklarung 

Taf,21 (Abb, 1-6) 

Optiseher Schnitt duch die Mitte eines in vivo normal befruchteten Kanin- 
cheneies (TE 312) bei der Lebendbeobachtung (15 Stunden post coitum). Im 
perivitellinen Raum befinden s:ch eine erste und eine zweite Polzelle. In 
der Eimitte, und zwar im Hof dotterarmen Ooplasmas, sind ein Eikern und 
ein Spermakern in Vereinigung begriffen (vgl. Abb. 2). Vergr. 166x. 
Schnitt durch den Ei- und Spermakern in Verschmelzung (TE 283; 20 
Stunden post coitum). Vergr, 1,100 x . 

Schnitt durch die Peripherie eines in vitro besamtan Tubeneies (TE 163). 
Ein Spermakopf ist im Eindringen in die Eihulle begriffen; Mittelstuck 
und Schwanzfaden fehlen ganzlich; die Spermazentrosomen unsichtbar. 
Vergr, 560 X, 
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Abb. 4, 5 und 6. 3 Serienschnitte durch ein in vitro besamtes Tubenei (TE 201). 

Das Ei zeigt das Telophase stadium der zweiten Reifungsteilung. Die 
zweite Polzelle ist ellipsoidisch (Abb. 4), die dritte Polzelle mit einem 
Chrornosomenklumpen ist rundlich (Abb. 5) und die erste Polzelle ist schon 
stark abgeplattet (Abb. 6). Ein Spermakopf lagert sich im Ooplasma dicht 
neben der Tochterchromosomen der Eizelle (Abb. 6). Man vergleiche eine 
Rekonstruktion in Textabb. 3. Vergr. l,100x. 


Taf, 22 (Abb, 1 u. 2) 

Abb. 1. Axialer Schnitt durch ein in vitro besamtes Tubenei (TE 203). Im Ooplasma 
zahlt man schon 6 Spermakopf e, wahrend einer noch im Eintritt begriifen 
ist; rechts liegt die zweite Polarspindel. Man beachte starken Sehwarm 
der Spermatozoen um das Ei. Vergr. 550 X. 

Abb. 2. Schnitt durch ein in vitro besamtes Tubenei (TE 193). An der Peripherie 
des Ooplasmas lagert sich ein Spermakopf, der nach dem Eintritt eine 
Umdrehung um 180° erfahren hat. Hier fehlen auch Mittelstuck und 
Schwanzfaden. Vergr. l,100x. 
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Chromosome Numbers in the European Grape (Vitis vinifera) 

By 

H. P. Olmo 

University of California, Davis, California 

Introduction 

Two chromosome numbers have been reported in the species 
Vitis vinifera: n = 19 and n = 20. Most authors consider that the 
correct number is 19 and that the occasional reports of a higher 
chromosome number in some varieties are erroneous, since the chro- 
mosomes are very small and difficult to count. Husfeld’s discovery 
(1932) of two seedlings from a selfed progeny of the cultivated 
variety Moselle Riesling, having 40 somatic chromosomes, has again 
raised the question as to whether the species vinifera includes varie- 
ties with hyperploid numbers. 

The present survey was undertaken to determine whether 
cultivated vinifera varieties were characterized by differences in 
chromosome number. It seemed possible that variations in chromo- 
some number might be partly responsible for the high intraspecific 
variability — well over 5,000 varieties have been described. Clones 
with variant chromosome numbers would be easily perpetuated by 
the asexual method of propagating the vinifera vine, practiced since 
time immemorial. 

Review of literature 

Dorsey (1914) reported the Barry, Brighton, and Concord to 
have a haploid chromosome number of 20. The Barry and Brighton 
were known to be hybrids of V. labrusca X V. vinifera, whereas the 
Concord was assumed to be a V. labrusca type. The deduction was 
made that the species vinifera would therefore be expected to have 
n = 20. Wellington (1932) now ranks the Concord as a labrusca x 
vinifera hybrid. Ghimpu (1927) determined the somatic number of 
38 for V. vinifera; but he did not mention the variety or varieties 
with which he worked. This number was confirmed by Nebel (1928- 
29) in the varieties Muscat of Alexandria and Sultanina. 

In 1929, Kobe], Sax, and Hirayanagi each reported the numbers 
n = 19 or 2n = 38. Kobel found 19ii at meiotic metaphase in the 
varieties Blauer Burgunder, Gruner Sylvaner, Gutedel, and Muller- 
Thurgau. Microsporogenesis was normal. Sax listed the Charboro 
(probably Charbono?), Muscat Hamburg, Chasselas ciotat, and 
Cinsaut as having 38 somatic chromosomes ; but a deviation was noted 
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in a vinifercL variety, obtained from China, that apparently had 40 
chromosomes. Hirayanagi determined the haploid number of six 
cultivated vinifera varieties in Japan to be 19. Negrul (1930) 
reported varieties from each of four countries. The French varieties 
Chasselas rose, Grand noir, and Malaga bleu; the English variety 
Muscat Hamburg; the Bassarabian varieties Plavai, Serectia, and 
Alemtchak ; and the Caucasian varieties Otzhanure Lapere, Rka tzitel 
(Kutais) , Rka tzitel (Kahetia) were all n ~ 19 or 2n = 38. Branas 
(1932) found the haploid number 19 in four vinifera varieties. 

Results contrary to those given above are noted by Iwanowa- 
Parouskaja (1929), who stated definitely that the haploid number 
of the middle Asian variety Charas was 20. Husfeld (1932) also 
listed two seedlings of a selfed progeny of the cultivated variety 
Moselle Riesling with 40 somatic chromosomes, an indication that the 
parental clone is hyperploid. 

As Kobel (1929) and Negrul (1930) have pointed out, the earlier 
results of Dorsey (1914) and Iwanowa-Parouskaja (1929) — namely, 
that n = 20 — ^may well be attributed to errors in counting, since these 
workers were mainly concerned with other phases of flower structure 
and morphology and made no special study of the chromosome situa- 
tion. But the further mention of a 40-chromosome vinifera form 
by Sax (1929) and again by Husfeld (1932) is evidence that at least 
some vinifera varieties may be hyperploid. The number 38 may be 
inconstant. 

Methods 

Two types of material were employed in this study: (1) Root 
tips from cuttings of each variety were used to determine the chromo^ 
some number of the clone. (2) One or two seedlings of each diploid 
variety were selected at random from selfed progenies, and their chro- 
mosome numbers determined. The use of seedlings serves as a 
partial check of the predetermined numbers but — more important — 
gives us some perspective of the relative stability of the chromosome 
number in the sexually reproduced plants. 

The chromosome numbers of all varieties were obtained by 
counting somatic plates of the root tips. Cuttings of well-matured 
canes from 3 to 4 nodes in length were stratified in a mixture of 
coarse sawdust and charcoal, packed in the usual type of box employed 
for callusing bench-grafted vines. Lining the inside of the box with 
sphagnum moss prevented drying out, so that after the boxes had 
once been immersed in water for several hours, no fui^ther watering 
was required. The boxes were placed in a heated greenhouse or 
callusing room. In two to three weeks the roots had developed suf- 
ficiently. Satisfactory results were obtained by using the tips of 
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roots that had developed from 1/4 to an inch in length. At this * 

stage they are more easily separated from the stratifying medium 
without breakage when the cutting is removed, and division figures 
are plentiful. Root tips of seedling vines were obtained from potted 
plants about one month old. 

Killing and fixing was done with Karpechenko’s fluid. Root tips 
infiltrated with paraffine, after the use of either Dioxan or the usual 
alcohol and xylene series, were satisfactory. Difficulties in infiltra- 
tion occurred with one lot of material from using Dioxan that was 
not sufficiently dehydrated. The material was sectioned at 10 n and 
stained with Newton’s gentian violet-iodine method, as Husfeld 
(1932) had reported that hematoxylin stains were not satisfactory. I 

The somatic chromosomes 

The somatic chromosomes are very small, averaging about one 
micron in length. This figure agrees with the results of Negrul 
(1930), and Husfeld (1932). Ordinarily they appear as short, 
symmetrical, rod-shaped bodies, a fact indicating that the attach- 
ment regions are terminal. It would be premature to lay much 
emphasis on the occasional appearance of chromosomes that are 
noticeably larger or which appear to show a difference in morphology 
from other members of the genom. The variation due to fixation 
may be considerable, and the uniformly small size of the chromosomes 
makes it extremely difficult to draw conclusions on their relative size 
and morphology. 

The chromosomes of the very meristematic area of the root tip 
are larger, thicker, and inclined to overlap more than those present 
in the more mature cells somewhat removed from this area. The 
best plates for counting purposes are in the region posterior to the 
meristematic apex. In the large peripheral cells the chromosomes 
are more drop-like and are well separated at metaphase. Since mem- 
bers of a pair have little tendency to show any parallel orientation, 
one can seldom distinguish homologous chromosomes from their posi- 
tion on the plate (Figs. 1, 2, 3) . Nebel (1928-29) has reported the 
Muscat of Alexandria to have 4 satellited chromosomes (only 3 in 
one report, 1929) ; but he could find only six in the autotetraploid 
Muscat of Alexandria gigas, where eight were expected. Although 
small, pin-point satellites have been observed in some well-stained 
preparations, they are so near the limits of microscopic resolution 
and can be seen so infrequently that no definite number of them 
can be established. Never have more than two been observed in the 
same diploid plate at metaphase. 
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Figs. 1-3. 1. Metaphase plate of the diploid variety Petit Verdot, 2n = 38. 2. The 
autotriploid of Quagliano, 3n = 67. 3. The autotetraploid Sultanina gigas, 4n = 76. 

The somatic divisions proceed with striking regularity. Separa- 
tion of the chromosomes takes place simultaneously, and their move- 
ment to the poles of the 

achromatic figure is well .. 

coordinated (Fig. 4) . The / / T , ’ 

only type of aberrant be- / jn j iii r.i ~‘:'rii ■ '■ ■ 

havior observed was an ■ 

occasional failure of chro- ; ■ \ ; 

mosomes to align on the ‘'•v;.-.' ■' 

metaphase plate. Of 400 

plates of all varieties ^ ^ 

examined in side view, ■*. 5- 4. Typical side view at early anaphase. 

, e- j. 1 j Side view of a metaphase plate, showing an 

about 5 per cent had one, unoriented chromosome on the spindle. 

4 per cent had two, and 

less than 1 per cent had three chromosomes that failed to become 
oriented (Fig. 5). 

Diploids 

All the 84 cultivated vinifera varieties chosen for study 'were 
found to be diploid, 2n = 38 (Table 1). Most of the varieties listed 
are important wine, raisin, or table grapes in California. As prac- 
tically all were introduced- from Europe during the last 150 years, 
the present list of varieties is a fair sample of all the cultivated 
vinifera in the world. No consistent differences in chromosome num- 
ber, size, or morphology could be detected between varieties. The 
somatic divisions were regular. 
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Figs. 4, 5. 4. Typical side view at early anaphase. 
5. Side view of a metaphase plate, showing an 
unoriented chromosome on the spindle. 
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Since the seedless varieties Sultanina, Sultana, Monukka, Black 
Corinth, and White Corinth have a normal diploid number of 38, 
abnormal chromosome numbers cannot be advanced as a cause of seed- 
lessness in these varieties. The phenomenon of coulure — the excessive 
shedding of the flowers soon after blossom — present in such varieties 
as Clairette blanche, likewise cannot be attributed to abnormal 
chromosome numbers. 

Table 1. Chromosome numbers of grape varieties 


Aleatico 

Alicante Bouschet 

Angulata 

Aramon 

Barbera 

Beclan 

Bellino 

Black Corinth 

Black Hamburg 

Black Morocco 

Bolgnino 

Burger 

Bur grave 

Carignane 

Catarratto 

Cornichon (Olivette noire) 
Chasselas dore 
Chasselas Florence 
Chasselas Montauban 
Chasselas musque vrai 
Chasselas Negrepont 
Chasselas rose royal 
Chenin blanc 
Cinsaut 

Clairette blanche 
Coudsi 

Crabbes Burgundy (Re- 
fosco) 

Damas Rose 
Danugue 


Cornichon gigas 
Muscat of Alexandria gigas 


Diploids (2n — 38) 

Diamond Jubilee 

Dizmar 

Emperor 

Peher Szagos 

Frankenthaler 

Furmint 

Camay Beaujolais 
Grand noir 
Green Hungarian 
Grenache 
Giros Colman 
Gros Manzenc 
Malaga (Pause de Rocque- 
vaire) 

Malbec 

Malvasia bianca 
Mission 

Marvel de Vaucluse 
Mondeuse 
Monica 
Monukka 

Moseato di Terracina 
Mourastel 
Mourisco preto 
Meunier 

Muscadelle du Bordelais 
Muscat a fieur d’ orange 
Muscat of Alexandria 
Muscat St. Laurent 
Nebbiolo 

Tetraploids (4n = 76) 
Sultanina gigas 


Nebbiolo fino 

Negrara di Gattinara 

Olivette blanche 

Pagadebito 

Palomino bianco 

Petite Sirah 

Petit Bouschet 

Petit Verdot 

Pinot St. George 

Quagliano 

Rambola 

Semilion 

Serine 

Servant 

St. Emillion 

St. Macaire 

Sultana (Austrian Seed 
less) 

Sultanina (Thompsons 
Seedless) 

Sylvaner 
Tannat 
Teinturier 
Valdepenas 
Van der Laan 
White Corinth 
Zabalkanski 
Zinfandel 


Tokay gigas 


Quagliano seedling 


Triploids (3ii = 57) 
Muscat of Alexandria 9 x Sultanina gigas <?, seedling. 


Deviations in chromosome number, though not present in the 
clones examined, may become evident if chromosome distribution dur- 
ing the meiotic divisions is irregular. But of 129 seedlings chosen at 
random from selfed progenies of 79 varieties listed as diploids, only 
one was found that did not have 38 somatic chromosomes. This was 
a triploid. According to the results, the somatic number of 38 is 
a stable one and may be taken as the true diploid number of the 
species F. vinifera. 
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Tetraploids 

Somatic doubling of the chromosome number is known to occur 
spontaneously in several varieties (Olmo, 1936). Either such auto- 
tetraploid forms are discovered as single mutated arms or canes on 
an otherwise normal vine, or entire vines may exhibit gigantic 
features. The origin of whole mutant vines may usually be traced 
to the unintentional propagation of preexisting tetraploid buds or 
canes in the vineyard. 

The gigas form of the Sultanina, the only tetraploid tried in 
commercial plantings, has not won acceptance, mainly because of its 
irregular bearing habit. This defect is also serious in other gigas 
varieties of the grape. 

Tetraploid mutations of the following varieties have thus far 
been discovered as bud sports and propagated at the California Ex- 
periment Station: Sultanina (Thompson’s Seedless), Muscat of 
Alexandria, Tokay, and Olivette noir (Cornichon). Bioletti (1918) 
first described an enlarged type of Sultanina. Previous to this time, 
the same author mentioned giant forms of the Muscat of Alexandria, 
Tokay, and Zinfandel. From material furnished by Bioletti, Nebel 
(1928-29) first established the tetraploid nature of both the Sultanina 
gigas and the Muscat gigas, reporting each to have 76 chromosomes. 
The author has confirmed these results (Fig. 3) and finds the double 
chromosome number in the other gigas forms mentioned in Table 1. 

Triploids 

By crossing Muscat of Alexandria $ x Sultanina gigas c? , a 
hybrid triploid plant has been obtained. Diploid pollen grains may 
therefore be functional. In appearance the plant is intermediate, 
being more robust than the diploid but less enlarged than its tetra- 
ploid parent. Unfortunately, like some seedlings that appear in 
diploid populations, it has as yet failed to form fruit buds or blossom 
clusters. 

An autotriploid seedling of the variety Quagliano having 67 
chromosomes (Fig. 2) was the only plant found that was not diploid 
in the 129 seedlings examined from selfed diploid parents. 7in un- 
reduced egg or pollen grain was functional in this instance, The 
seedling has not yet reached bearing age. 

Discussion 

Negrul (1930) stated that the apparent contradiction between 
the reported haploid numbers of n = 19 and n = 20 might have the 
following causes: (1) Some varieties have unlike chromosome 
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numbers. (2) “Female” grape varieties have an extra chromosome 
pair. (3) The true chromosome number could be either 19 or 20. 
After reviewing the work of Nebel, Kobel, and Hirayanagi, and 
finding them in accord with his own determinations, Negrul stated 
that the number n = 20 was incorrect and that the haploid number 
was 19. 

There is ample evidence that the early report of Dorsey (1914) 
with the vinifera x labrmca hybrids was a misinterpretation, since 
subsequent work on some of the same hybrid varieties (for example, 
Hirayanagi, Nebel, et. al.) report n = 19, 2n = 38. Like Dorsey, Iwa- 
nowa-Parouskaja (1929) was mainly interested in the general study 
of male sterility in grape varieties ; and here again we might be deal- 
ing with an erroneous report. The possibility is still present that an 
occasional clone may have extra chromosomes, but this situation 
appears to be rare in cultivated varieties. Sax (1929) could not be 
certain of the somatic number of 40 in a vinifera variety that he 
examined; here, again, little can be said of this apparent exception 
to the normal diploid number 38. 

Husfeld, however, has given ample proof that some seedlings of 
the Moselle Riesling have 40 somatic chromosomes. The variety itself 
is perhaps hyperploid. Further investigation will be necessary to 
determine the parental chromosome number. Some aberration during 
somatogenesis, like that previously described, may explain how such 
a hyperploid clone could arise. If two chromosomes, A and B, are 
left off the metaphase plate before separation of the chromatids occurs, 
then the distribution of chromosomes to each pole is unequal in 
number, since only 36 are aligned on the plate. Thirty-six chromo- 
somes will then move to each pole; but one pole will have in addi- 
tion four chromosomes, the two strays having since divided. One 
new cell will therefore have 40 chromosomes, including 3A + 3B 
chromosomes; the other will contain only 36. The hyperploid cell, 
not being deficient, would continue to develop and produce tissue with 
the increased chromosome number. One or two trivalents should be 
found during meiotic metaphase if the original unoriented chromo- 
somes were non-homologous, whereas an occasional quadrivalent 
would indicate that the acquired extra chromosomes were homologues. 

The regularity of chromosome behavior and the constancy of 
chromosome number in vinifera varieties would argue against any 
recent hybridity being concerned in their origin. Differentiation 
within the species has apparently occurred by accumulation of many 
genic differences, rather than by gross changes in chromosome struc- 
ture or number. 
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Summary 

1. A review of the literature indicates that two chromosome 
numbers have been given for Vitis vinifera,:. n = 19 and n = 20. 

2. The somatic chromosome number of 86 cultivated varieties 
has been found to be 38. 

3. Of 129 seedlings grown from self-pollinated seed of many- 
diploid varieties, all had the normal number 38, except one that was 
triploid. 

4. The chromosome number of Vitis vinifera is n = 19, 2n = 38. 
Rarely may clones be propagated that have a hyperploid number. A 
theory is presented to account for their origin from normal diploids. 

5. Seedlessness and coulure, as manifested in some varieties, 
cannot be attributed to a heteroploid chromosome constitution. 

6. The origin of triploid and tetraploid derivatives is described. 

7. Intraspecific variation has occurred mostly by the accumula- 
tion of genic differences, without gross alteration in chromosome 
number or structure. 
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A Note on Salivary Chromosome Knots in Relation to Problems 
of Mutation and Chromosome Structure 

By 

C. W. Metz 

• Department of Embryology, Carnegie Institution of Washington, 
and Johns Hopkins University, Baltimore, Md. 

In studying the salivary gland chromosomes of Sciam several 
cases have been found in which a chromosome pair is looped upon 
itself so as to form a simple knot of the type shown in figures 1 and 2. 
Such knots exhibit certain points of general interest as indicated 
below. 

The preparations show clearly that the structures in question 
are true knots — not merely loops with overlapping of the chromo- 
somes. The knots observed thus far are also small — i.e., relatively 
“tight” — and lie some distance from either end of the chromosomes 
in question. 

All the knots under consideration have been observed in “normal” 


Fig. 1. Photograph of small portion of chromosome A in Sciara ocellaris showing the 
chromosome tied in a knot. From an aceto-carmine preparation of a salivary gland 
nucleus. See text for details. 



A note on salivary chromosome knots etc. 


material, which has not been subjected to artificial treatment and 
does not possess translocations or other chromosome rearrangements 
which might cause unusual configurations. Likewise, in all cases the 
two homologues of the pair behave as, a unit. No example has been 
found in which one homologue is tied in a knot and the other is free 
from such a knot. 

It seems clear that such knots as those under consideration could 
not have arisen from mechanical disturbance in the process of- fixing 
and spreading the material in making the slides. The knots 
presumably were formed by movements of the chromosomes them- 
selves (either induced or autonomous) , and serve to illustrate the 
large amount of movement which chromosomes may undergo. There 
is no direct evidence to indicate when the knots were formed — 
whether at an early or a late stage in the development of the cells — 
but the fact that they are small or relatively “tight” tends to indicate 
that they arose early and became progressively “tighter” during the 
development and enlargement of the chromosomes. If this assump- 
tion is valid it provides an additional indication that synapsis or 
fusion of homologues in the salivary gland cells occurs at an early 
stage, because it must have preceded the formation of the knot. 


3 6 4 7 


I 2 3)7 6 9 

c - ' 

Fig. 2. Diagrams. See text for explanation. 

Presumably, in forming the knot the fused pair in each case first 
formed a relatively large loop through which one end of the double 
chromosome passed. In any case, it seems clear that to form a '‘tighP’ 
knot, such as those observed, the two ends of the chromosome must 
have moved away from one another or one arm must have moved 
progressively through the loop. In doing this different parts of the 
chromosome (thread?) would be drawn into close proximity to one 
another and would slide over one another as the knot tightened. In 
no case, however, is there any evidence of fusion as a result of this 
proximity or contact. It seems evident that something serves to 
prevent fusion, or make it a rare occurrence, under ordinary condi- 
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tions. The lack of fusion might be due to a lack of adhesiveness of 
the chromosome proper ; but it seems more probable that it is due to 
an insulating agent such as a layer of “matrix” or “sheath” material 
as postulated previously in other cases (Metz 1934). 

The knots possess further interest in connection with the problem 
of chromosome rearrangements and mutation. It seems legitimate to 
assume that such knots may occur in cells of the germ-line as well as 
in those under consideration. And it seems probable that a knot as 
tight as these would not be undone by a straightening or untying 
process. Presumably it would either result in destruction of the 
chromosome, through failure to undergo normal mitotic behavior, or 
in a chromosome rearrangement giving an inversion or deletion as 
indicated in figures 2B and 2C respectively. The figures show only 
two of the various types of inversions or deletions which might result. 

In accounting for small inversions, and perhaps small deficiencies, 
a knot would seem to provide a more effective mechanism than a 
simple loop, for as the knot became progressively tighter it would 
bring the chromosome threads into progressively more intimate union, 
while in the case of a simple loop the threads should tend to separate 
as the loop became smaller. 

As intimated above, the fact that in the formation of the knot 
no fusion occurs as the parts of the chromosome slide over one 
another, even though they appear to be in close contact, suggests the 
presence of an insulating, non-adhesive surface layer. This serves 
again to raise the question considered in an earlier paper (Metz 1934) 
as to the possible role of such an insulating layer of “matrix” or 
“sheath” material which would tend under ordinary conditions to 
keep chromosome threads from coming into contact (except in homo- 
logous regions) but which might under exceptional conditions, or as 
a result of artificial treatment (irradiation etc.), be modified so as 
to permit contacts resulting in chromosomal alterations, including 
mutational changes. 
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Kataphoretische Versuche an den Pollenmutterzellen 
einiger Pfianzen 

Von 

G. Yamaha 

Aus dem Botanischen Institut der Tokio-Universitat filr 
Literatur und Wissenschaft 

( Mit Tafel 1 und 3 Tesctflguren ) 

Die amphotere Natur des Protoplasmas last uns auf die Be- 
deutsamkeit der Bestimmung der freien Ladung desselben im Stand- 
punkt der Protoplasmik schliefien. tJber die Ladungsverhaltnisse des 
Protoplasmas in den sich teilenden Zellen gibt uns aller dings die 
Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pHi) und der Wasserstoff- 
ionenkonzentration desselben einige Aufschliisse (Yamaha 1935). 
Es ware aber sehr erwiinscht, diese SchlulSfolgerung womoglich mit 
einer direkten Messungsmethode zu bestatigen. Zu diesem Zweck 
kommen vor allem die kataphoretische und die elektrometrische 
Methode in Betracht. In vorliegender Abhandlung beschaftige ich 
mich mit der erstgenannten. 

Bei den kataphoretischen Versuchen verfahre ich etwa ahnlich 
wie bei den friiheren Mitteilungen (Yamaha u. Ishii 1933, Yamaha 
u. Abe 1934) . Es kommt aber hier darauf an, die kataphoretische 
Wanderungsgeschwindigkeit einzelner Strukturelemente des Proto- 
plasmas quantitativ zu bestimmen. Dementsprechend ist die direkte 
bzw. Lebendbeobachtung der Kataphorese der Protoplasmastrukturen 
dringend notig, was jedoch bislang nur selten gemacht wurde. Bei 
der Durchstrbmung der Elektrizitat durch die Zelle ist die Wirkung 
des elektrischen Stromes auf Protoplasma nicht zu vermeiden, da 
sich das letztere der Elektrizitat gegeniiber aufierst empfindlich 
verhalt. Man gedenke nur der Wirkung der Elektrizitat auf die 
Viskositat (Beesa u. Weber 1922), Permeabilitat (Bersa 1926, Sen 
1931, H5ber 1933 usw.) des Protoplasmas, Protoplasmastrbmung 
(Umrath 1930 usw.) usw. Man stofit also hier auf eine kaum 
iiberwindbare Schwierigkeit. Dieser Umstand benbtigt uns um so 
mehr der Lebendbeobachtung der Kataphorese des Protoplasten. 
Man mufi denn sich bei jedem Versuche davon iiberzeugen, dafi die 
erzielte elektrophoretische Verlegung der Strukturelemente bei der 
Stromausschaltung vollig reversiblerweise riickgangig wird. Wiin- 
schenswert ist dabei, die Versuche durch die aufeinanderfolgende 
Ein- und Ausschaltung des Stromes zu wiederholen, um zu sehen, oh 
jedesmal ebendieselbe kataphoretische Verlegung bzw. Wanderung 
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des betreffenden Strukturelementes eintritt. Um die vollig reversible 
Elektrophorese zu erzielen, mufi man ein ganz gesundes Material vor 
uns haben und weiterhin die Stromstarke und Wi^’^ungsdauer minimal 
halten. ■ 

Die benutzte Kataphoresekammer ist 32 mm lang, 2 mm breit 
und 200 tief (vgl. Yamaha u. Ishii 1933); Elektrodenabstand 
betragt 20 mm, Spannung 50, 100 oder 200 volt und Stromstarke 0,5- 
10 milliampere. Um die Wirkung der Elektrolysenprodukte, die aus 
den KCl-Agar-Elektroden durch Agarschicht hindurch in die 
Beobachtungsfliissigkeit hineindiffundieren kbnnen, moglichst zu ver- 
meiden, schalte ich oft ein etwa 1mm hohes Agarblockchen (0,02 n 
KCl in 2 proz. Agaragar) zwischen die Elektroden und Beobach- 
tungsfliissigkeit ein. 

Als Versuchsmaterial wurden Pollenmutterzellen von Trades- 
cantia reflexa, Lilium Maximowiczii, Lilium cmratum und Lilium 
speciosum angewandt. 

Da der Quellungszustand und demgemafi auch die Sichtbarkeit 
des Karyoplasmas, der das Lichtbrechungsvermbgen allein MaU gibt, 
von der Art und der Konzentration verschiedener lonen in der 
Beobachtungsfliissigkeit abhangig zu sein scheinen, (Yamaha u. 
Ishii 1932) so wurde zunachst die Bestimmung des pH-Wertes und 
der elektrischen Leitfahigkeit des Antherenschleimes vorgenommen: 
Nach der pH-Messung mittels der Indikatorenreihe nach Vl£:s sowie 
der Mikroantimonelektrode, zeigt der Antherenschleim folgende pH- 
Werte: 

Tradescantia reflexa pH 7, 0-7, 2 

Lilium speciosum, L. auratum, L. Maximowiczii pH 5, 3-5,5 

Die elektrische Leitfahigkeit des Antherenschleimes entspricht 
der der KCl-Losung folgender Konzentration: 

Tradescantia reflexa 0,07 n 

Lilium auratum 0,01 n 

Lilium Maximowiczii, L. speciosum 0,02 n 

Auf die Sichtbarkeit der karyoplasmatischen Strukturen^) in der 
Pollenmutterzelle iibt die Konzentration der Anelektrolyte in der 
Beobachtungsfliissigkeit keinen nennenswerten Einflufi aus, was in 
folgenden Befunden Bestatigung findet. Bekanntlich kann man in 
destilliertem Wasser von pH 5,2-5,6 von den karyoplasmatischen 
Strukturen nichts bemerken. Ebensowenig sind sie auch in der 
Rohrzuckerlbsung von jeder Konzentration (2 proz. bis auf lOi) proz. 
Oder dariiber) sichtbar. Das gleiche gilt auch fiir Glyzerin (2-100 
proz.).^) Der Grund dafiir scheint darin zu bestehen, dafi in die 

1) Mit Ausnahme vom Nukleolus. 

2) Hier macht Alkohol eine Ausnahme, der das Karyoplasma reversibel 

zu koagulieren vermag. . 
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Losung des Anelektrolytes lonen aus Protoplasma hinausdiffundieren, 
bis das Karyoplasma in der Pollenmutterzelle infolge der lonenarmut 
yerquellen geht. Es ist somit nicht einzusehen, daJB nach Shimakura 
(1934) die Chromosomen in der Pollenmutterzelle von Tradescantia 
!virginiana in der Rbhrzuckerlosung von einer bestimmten Konzentra- 
tion (ca. 7,4 proz.) sichtbar erhalten bleiben, was jedoch von mir 
leider nicht bestatigt werden konnte.^> Um zu sehen, ob es eine 
bestimmte Konzentration eines Anelektrolytes (Rohrzucker, Gly- 
zerin) gibt, wo die karyoplasmatischen Strukturen erst sichtbar 
werden, verfuhr ich folgendermaBen. Die aus Antheren sorgfaltig 
herausgepressten Pollenmutterzellen wurden in einem hangenden 
Tropfen von etwa 5 proz. Rohrzuckerlosung aufbewahrt, der auf 
der Unterseite des Deckglases sal5. Das Deckglas mitsamt einem 
Glasring von etwa 5 mm Hohe und einem gewbhnlichen Objekt- 
trager, mit Vaseline verkittet, machte eine luftdicht verschlossene 
■Feuchtkammer aus, auf deren Boden eine geniigende Menge von 
CaCk-Pulver als Entwasserungsmittel geladen ist. Die Rohrzucker- 
losung wird allmahlich verdichtet, bis sie schlieBlich eine sirupdichte 
Konsistenz erhMt. Wahrenddessen wurden die Pollenmutterzellen 
ununterbrochener Beobachtung unterworfen. Dabei habe ich keinen 
einzigen Augenblick gefunden, wo man die karyoplasmatischen Struk- 
turen zur Gesicht bekommen kann. In der Rohrzuckerlosung von 
jeder Konzentration bleiben sie also immer unsichtbar, bis die Zelle 
schlieblich zum Tode vertrocknet ist. Es unterliegt nach alledem 
keinem Zweifel mehr, dab .es zur Sichtbarkeit der karyoplasmatischen 
Strukturen in der Pollenmutter'zelle einer bestimmten Konzentration 
von lonen bedarf, was es hochstwahrscheinlich macht, der Quellungs- 
grad der Karyotinstrukturen ganz und gar durch die f reie Ladling 
derselben bedingt ist (vgi. Yamaha 1932, Yamaha und Ishii 1932). 
Als Beobachtungsfliissigkeit bereitete ich also f olgende Losungen : 

Fur Tradescantia : 0,1 n KCl (pH 7,0, unter Zusatz von 0,01 n KOH), 
0,1 M KH2PO4+K2HPO4 (pH 7,0), 

0,1 n Kaliumazetat (pH 7,2) ; 

FurLilium: 0,02 n KCl (ohne oder mit Zusatz von 10 proz. 

Rohrzucker), 

0,01 n Kaliumazetat -tEssigsaure (pH 5,6), 

0,05 M KH2PO4+K2HPO4 (pH 6,0). 

Sowohl beim Herauspraparieren der Pollenmutterzellen aus der 
Anthere als auch wahrend der Beobachtung derselben miissen die 

1) Dabei kamen verschiedene Sorten Rohrzucker zur Anwendung, z.B. 
„Granut6“, Rohrzucker Kahlbaum gefallt, Kahlbaum ftir kalorimetrische 
Bestimmungen. 
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Zellen vor dem leisesten mechanischen Druck (z.B. Messerdruck beim 
Schneiden, Deckglasbelastung usw.) bewahrt werden; sonst wiirden 

sie sehr leieht die 





Plasmoptyse oder noch 
/f zutreffender, „Karyo- 
,% j/ ptyse“ erleiden, indem 

“I Zytoplasma samt 

\ CV' Zellkern durch die 
' Membranpore hindurch 

la II 3 in (jie Beobachtungs- 

©« fliissigkeit heraustritt. 

Auffallend ist dabei, 
dafi das Karyoplasma, 
+ welches in der Zelle 
optisch leer erscheint, 
in der Aufienfliissigkeit 
wie ein zusammen- 
i-a gedriicktes Chromoso- 

menkliimpchen („tasse- 
V ' ment“) aussieht (Fig. 

I - ( 1 , 2 , Tafel 23). Be- 

f merkenswert ist wei- 

3a 3b ter, daft das heraus- 

Textfig. 1-3. Schema tische Darstellung der Kata- geflossene Karyoplasma 
phorese an den Pollenmutterzelien nnd Tapetenzell- nach AufSen hin von 
kernen. . la, 2a Pollenmutter zelle, 3a Tapetenzell- 

kern vor der Kataphorese ; lb, 2b, 3b dieselben einer SCnarf hervortre- 
beim Einschalten des Stromes. + Anodenseite. tenden NiederschlagS- 
— Kathodenseite. , i , 

membran umgeben 1 st. 

Nun wende ich mich den Versuchsergebnissen zu. Zunachst 
mochte ich mich auf die allgemeine Veranderung des Protoplasmas 
durch elektrischen Strom einlassen, welche allem Anschein nach, 
wenn auch innerhalb bestimmter Grenzen, unabhangig von der 
Stromintensitat und Wirkungsdauer, Immer vollig reversibel ver- 
lauft. Man kann namlich durch die aufeinanderfolgende Ein- und 
Ausschaltung des Stromes die betreifende Veranderung in einer und 
derselben Zelle mehreremal wiederholt vor sich gehen lassen. Diese 
Veranderung des Protoplasten durch elektrischen Strom macht sich 
bei der Stromstarke zwischen 0,5 und 10 milliampere und bei der 
Wirkungsdauer von einigen Sekunden bis etwa zu 20 Minuten be~ 
merkbar. Die starkere Wirkung der Elektrizitat ruft naturlich die 
Koagulation des Zytoplasmas und mitunter die Verquellung des 
Karyoplasmas hervor. Aufier der Elektrizitatsmenge kommt aber 
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hierbei auch die lonenkonzentration in der Beobachtungsfliissigkeit 
zur Geltung. Es scheint dabei gleichsam die minimale lonenkon- 
zentration fiir die reversible Koagulation des Karyoplasmas aus- 
schlaggebend zu sein (s. Yamaha u. Ishii 1932) . Denn wir beobach- 
ten die in Rede stehende reversible Reaktion des Protoplasten gegen- 
uber der Elektrizitat nur bei den gesund aussehenden Pollenmutter- 
zellen, und z-war in 0,1 n ECl-Losung, aber nicht in 0,2 n (oder 
dariiber) KCl-Losung. Dabei mu 13 das pH der Losung, bei Trades- 
cantia, 7,0, bei Lilium-Arten 5,4 sein, d.h. demselben des Antheren- 
schleimes entsprechen. In Anbetracht des alien obigen liegt die Ver- 
mutung nahe, dal3 es sich hier um eine echt vitale Reaktion des Proto- 
plasmas handle. Es seien nun folgende drel Arten von reversiblen 
Reaktionen des Protoplasten gegeniiber der Elektrizitat einer be- 
sonderen Bemerkung wert (Textfig. 1-3, Fig. 3-5, Tafel 23) : 

1. Die samtlichen Struktureletnente des Protoplasmas (Plasma- 
lemma, Mikrosomen, Karyotingranula, Chromosomen, Spindelsub- 
stanz, Nukleolus usw.), falls Elektrophorese iiberhaupt einsetzt, ver- 
schieben sich immer nach der Anode, was ohne weiteres auf die 
negative Ladung derselben schliefien lal3t. 

2. Das Zytoplasma erfahrt eine merkliche Aufquellung, welche 
eine Volumvergrofierung der ganzen Zelle nach sich zieht. Die 
Elektrizitat bewirkt also offenbar die Steigerung der Protoplasma- 
permeabilitat. 

3. Der Zellkern schrumpft hingegen bedeutend. Dabei tritt 
die Kernmembran, die in normalem Zustand kaum sichtbar ist, deut- 
lich hervor (Textfig. 1; Fig. 3 a, b, Tafel 23) . Wir haben somit hier 
mit der reversiblen Koagulation des Karyoplasmas durch die Elek- 
trizitat zu tun. Bei den Tapetenzellkernen bemerkt man ebenfalls 
die kataphoretische Wanderung nach der Anode. Auff allend ist aber, 
da 13 sich der Tapetenzellkern der Elektrizitat gegeniiber wie eine 
ganze Zelle verhalt, indem er bei der Stromeinschaltung uhverkenn- 
bar anschwillt, aber sich nicht zusammenzieht (Textfig. 3). 

Wenn man in einer Farbstofflosung (z.B. 0,05 proz. Bromkresol- 
griin in 0,05 n Azetatpuffer von pH 6,2 bei Lilium) Kataphorese 
ausfiihrt, so beobachtet man zunachst die schwache aber schnelle 
Anfarbung des Protoplasten in Folge der Permeabilitatssteigerung 
durch die Elektrizitat. Bald darauf folgt aber merkwurdigerweise 
die allmahliche Entfarbung des Protoplasten, welche augenschein- 
lich auf dem durch die kataphoretische Wanderung bedingten Hin- 
ausdiffundieren des Farbstoffes aus der vital gefarbten Zelle beruht. 

Es verdient beilaufig hier zu bemerken, dafi der saure Farbstoff 
bei der Kataphorese in der Zelle, ebenso wie aul3erhalb derselben, 
nach der Anode wandert. Dieser Umstand scheint fiir die elektrische 
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Theorie der Vitalfarbung von hoher Bedeutung zu sein. Nach Keller 
und Gicklhoen (1928) sollen die sauren Farbstoffe, wie sie in wass- 
riger Losung elektrisch negativ geladen sind, im Protoplasma dagegen 
positive Ladung tragen sollen, um die elektrisch negativen Strukturen 
in der Zelle anzufarben. Es soil sich hier also bei der Vitalfarbung 
des Protoplasmas um eine elektrische Entladung handeln (vgl. auch 
Keller 1932, Gicklhorn 1931) . Demgegeniiber haben meine kata- 
phoretischen Versuche den Beweis dafiir erbracht, dal3 die sauren 
Farbstoffe auch in der Zelle elektrisch negativ geladen sein konnen 
und weiter, dafi bei der Vitalfarbung (wenigstens bei der sogenann- 
ten diffusen Farbung) mit sauren Farbstoffen keine elektrische Ent- 
ladung zwischen dem Protoplasma und Farbstoff stattfindet. 

Nach bisherigen Literaturangaben fielen friiheren Forschern bei 
der Kataphorese des Protoplasmas bei verschiedenen Objekten bald 
die positiven, bald die negativen Teilchen, oder aber beiderlei Arten 
derselben im Protoplasma auf (vgl. SEN 1934). So z.B. fand Taylor 
(1925) in dem Plasmodium von Stemonitis neben einer bedeutenden 
Menge von elektrisch neutralen Kornchen (Mikrosomen) sowohl 
positiv als auch negativ geladene Teilchen im Protoplasma. Sen 
(1934) beobachtete dagegen bei der Haarzelle von Urtica, dioica nur 
negative Teilchen ira Zytoplasma. Nach ihm soil die kataphoretische 
Wanderungsgeschwindigkeit der protoplasmatischen Teilchen un- 
abhangig von ihrer Grofie und Gestalt sein. Bei den Pollenmutter- 
zellen.konnte ich niemals positiv geladene Teilchen des Protoplasmas 
auffindig machen. Dieser Umstand spricht fiir unsere SchluB- 
folgerung aus der Bestimmung des pH- und pHi-Wertes des Proto- 
plasmas in den sich teilenden Pollenmutterzellen. Es wird dabei 
gezeigt, dafi die aktive Reaktion (pH) der samtlichen Strukturele- 
mente des Protoplasmas in den Pollenmutterzellen durch die ganzen 
Mitosenstadien hindurch immer auf der alkalischen Seite der iso- 
elektrischen Reaktion derselben bleibt (also pH>pHi), was die 
negative Ladung derselben andeutet (Yamaha 1935, 1936). Merk- 
Wtirdig ist weiter, dafi sich das Karyoplasma und das Zytoplasma 
der Elektrizitat gegeniiber gleichzeitig einander entgegengesetzt ver- 
halten. Der elektrische Strom wirkt auf das erstere koagulierend 
bzw. entquellend, demgegeniiber auf das letztere aber quellend ein. 
Ebendasselbe gegensatzliche Verhalten zwischen den beiden Arten 
der Protoplasmen macht sich auch bei der Wirkung verschiedener 
Chemikalien geltend (Yamaha 1927). Dabei erscheint das gequollene 
(homogenisierte) Zytoplasma nicht selten von dem geschrumpften 
(entquollenen) Zellkern begleitet. Worauf die betreffende gegen- 
satzliche Reaktion zwischen beiderlei Protoplasmen beruht, mufi 
yorlaufig dahingestellt bleiben. Es ist j edenf alls von Interesse zu 
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bemerken, dafi das Karyoplasma bei der Pollenmutterzelle durch 
elektrischen Strom, genau so wie bei der lonenwirkung, reversib- 
lerweise koaguliert wird. Es liefie sich im ubrigen dabei eine erhohte 
lonenpermeabilitat durch die Elektrizitat vermuten. In diesem 
Zusammenhang ware es angebracht, die Ladungsverhaltnisse beider 
Protoplasmen quantitativ miteinander zu vergleichen. Es bedarf 
zur Bestimmung der kataphoretischen Geschwindigkeit jedes von 
Strukturelementen des Protoplasten in verschiedenen Mitosenstadien 
tjberfulle von vollig gesunden Pollenmutterzellen. Mir stand aber 
dazu leider keine hinreichende Menge von Material zur Verfugung. 
So mul3 man vorderhand nur mit den Resultaten aus vereinzelten 
Versuchen auskommen. 

Die Geschwindigkeit der Kataphorese und deren Riickgangs 
wurde dadurch berechnet, dafi man diejenige Zeitdauer mi6t, in 
Welcher ein Strukturelement eirie bestimmte Zahl von Teilstrichen 
des Okularmikrometers durchlauft. Die Zeitmessung wurde durch 
das Zahlen des Ticktacks der Taschenuhr ausgefiihrt. Es hat sich 
herausgestellt, dafi dieses Verfahren eine viel genauere Messung der 
Zeitdauer ermoglicht als die Anwendung der Stop-Uhr. 

Ein Auszug aus der Versuchsprotokolle wird unten tabellarisch 
zusammengestellt : 

(K. . .Kataphoretische Geschwindigkeit, R. ..Ruckgangsgeschwindigkeit) 


Lilium Maximowiczii 


Beobachtungs- 

medium 

Mitosenstadium 

Strukturart 

Stromstarke 

milliamp. 

K 

R 

proSekunde 

Azetat (pH 6,6) 

fruh. Pro. I 

Mikrosom 

0,5 


0,8 

KCI 

spat. Pro. I 

Plasmahaut 

1,6 

6,0 

0,6 

>1 

ff ff If 

Mikrosom 

2,0 


1,0 

ff 

ff ff ff 

Mikrosom* 

1,0 

4,3 

1,5 


ff ff ft 

Kernwand 

1,0 

2,2 

1,3 

Azetat + Bromkre- 



solgriin (pH 6,2) 

ff ft ff 

Plasmahaut 

2,6 

7,8 

2,2 

ff 

ff ff ff 

Mikrosom 

2,5 

10,0 

4,3 

KCI 

Metaphase I 

Mikrosom 

0,8 

— 

2,0 

ff 

ff ft 

Plasmahaut 

0,8 


0,6 

ff 

ff . ft 

Chromosom 

0,8 


0,8 

Phospbat (pH 6,0) 

ft ft 

Chromosom 

3,0 

0,9 

0,6 

ff 

Anaphase I 

Mikrosom* 

2,5 

13,0 

2,6 

ff 

ff ff 

Mikrdsbm 

2,5 


2,2 

KCI 

ft ’ ft 

Mikrosom 

0, 7-1,0 


1,8 

ff 

■ft ft 

Plasmahaut 

0,7 


0,6 

ff 

. ft ff 

Chromosom 

0, 7-0,8 . 

2,2 

0,4-0, 7 

ff 

Telophase I 

Plasmahaut 

8,6 

3,6 

2,0 

KCI 

Prophase 11 

Plasmahaut 

6,0 

1,5 

1,0 

>9 

ft ft 

Miktosom 

1,2 

1,9 

1,3 

Azetat (pH 5,6) 

ft ft 

Mikrosom 

1,2 

1,9 

2,0 




G. Yamaha 


Cytologia, Fujii jub. vol. 



Beobachtungs- 

medium 

Mitosenstadium 

Strukturart 

Stromstarke 

milliamp. 

K 

K- 

R 

pro Sekunde 

■'if 

Azetat (pH 5,6) 

Prophase II 

Plasmahaut 

1,2 

— 

1,0 

i 

Phosphat (pH 6,0) 

Metaphase II 

Plasmahaut 

S,0 

1,6 

0,8 

S';ii 

Azetat (pH 5,6) 

ft tt 

Mikrosom 

2,0 

13,0 

1,2 

' ?| ■ 

)f 

Anaphase II 

Mikrosom 

1,2 

4.0 

0,9 

•I,' 

KCl 

Telophase II 

Mikrosom 

5,0 

2,6 

1,0 

’■1 

•'f 

BromkresolgrUn 
(pH 5,6) 

Lilium 

fruh. Prophase I 

speciosum 

Mikrosom 

1, 5-2,0 

7,8 

4,9 

!' 

Phosphat (pH 6,0) 

j 1 ft tt 

Mikrosom 

2, 5-3,0 

7.8 

1,3 


KCl 

tt tt tt 

Mikrosom 

2, 5-3,0 

— 

1,3 



Metaphase I 

Mikrosom 

0,9 

2,6 

1,8 



Telophase I 

Mikrosom 

1,3 

1,3 

1.1 

'it 


ft ft 

Plasmahaut 

1,3 

1,0 

0,9 

' ?! 


Metaphase II 

Chromosom 

7,5 

1,6 

1,0 



Telophase II 

Mikrosom 

5,0 

1,9 

1,0 

' rl 

'p ■ 


Tetrade 

Mikrosom 

0,9 

4,0 

2,6 


ft 


Mikrosom* 

0,9 

4,0 

1,3 







(*...in der peripheren Schicht des Zytoplaamas) 

Die Versuchsergebnisse sind allerdings zu liickenhaft, urn iiber 
die Ladungsverhaltnisse und die Viskositat des Protoplasmas der sich 
teilenden Pollenmutterzellen allgemeine Schliisse ziehen zu lassen. 
Jedenfalls kann man aus der Tabelle entnehmen, dafi die kataphore- 
tiscbe Geschwindigkeit jenach dem Strukturelement und dem Mitosen- 
stadium sowie dem Beobachtungsmedium verscbieden ausfallt. Es 
ist zunachst hervorzuheben, dafi zwischen der kataphoretischen 
Geschwindigkeit und der Riickgangsgeschwindigkeit keine enge 
zahlenmafiige Beziehung zu erwarten ist, obwohl die beiden Werte 
durch die Protoplasmaviskositat entscheidend beeinflufit werden kon- 
nen. Kataphoretische Geschwindigkeit (W) lafit sich in folgender 
Formel ausdrticken: 

W- C HD 

47rV 

worin C die Potentialdifferenz an der OberMche der dispersen Phase 
(Strukturelement) des Protoplasmas (sog. elektrokinetisches Poten- 
tial), H die Feldstarke (Stromstarke), D die Dielektrizitatskonstante, 
j; die Viskositat des Protoplasmas bedeutet. Kataphoretische Gesch- 
windigkeit verhalt sich somit umgekehrt zur Protoplasmaviskositat. 
Aufierdem verandert sie sich zu der Feldstarke und dem elektro- 
kinetischen Potential direkt proportional. Dieser Wert kann also die 
Ladungsverhaltnisse der Strukturelemente nur bei konstanter Proto- 
plasmaviskositat kundgeben. Im iibrigen gilt diese Grolie dann 
keineswegs als Mal5 der Protoplasmaviskositat, wenn die Veranderung 
der Ladungsverhaltnisse mbglich erscheint, wie es eben hier in der 
sich teilenden Zelle der Fall ist. Demgegeniiber laf3t sich die Riick- 
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gangsgeschwindigkeit anscheinend als Mal3 der Protoplasmaviskositat 
und auch der angeblichen Elastizitat des Protoplasmas, ins besondere 
der Plasmahaut (hdchstwahrscheinlich auch der Kernmembran) 
auffassen. Diese Grofie erwies sich, innerhalb bestimmter Grenzen, 
in hoherem Masse unabhangig von der Feldstarke (Stromintensitat). 
Verminderte Riickgangsgeschwindigkeit sowie der kataphoretisehen 
Geschwindigkeit beim wiederholten Ein- und Ausschalten des Stromes 
deutet aber ohne Zweifel auf die eintretende irreversible Koagulation 
des Protoplasmas durch elektrischen Strom hin. 

Beim tjberblick der obenstehenden Tabelle fallt u. a. ohne 
weiteres in die Augen, wie bedeutend die beiden Werte durch das 
Beobachtungsmedium beeinflufSt werden und weiter, wie sie auch in 
einer und derselben Zelle von einem Strukturelement zu einem anderen 
schwanken. So bemerkt man beim Vergleich der R-Werte unter- 
einander, da 6 das Azetat im Vergleich zum KCl auf Protoplasma 
deutlich verfliissigend einwirkt. Die Erniedrigung der Protoplasma- 
viskositat erscheint besonders auffallig bei der Bromkresolgriin- 
losung, welche iiberdies durch ihre negative Ladung die Negativitat 
des Protoplasmas verstarkt, wie man aus einem grbfieren K-Wert 
ersehen kann. Die Viskositat des Zytoplasmas, die in der Zell- 
peripherie und in der Nahe des Zellkernes stets voneinander ver- 
schieden erscheint, schwankt in verschiedenen Mitosenstadien inner- 
halb weiten Grenzen. Sie erniedrigt sich unverkennbar in der Meta- 
phase und erhoht sich merklich in der Telophase (vgl. Yamaha 1935, 
Yamaha u. Yunoki 1936). Der Plasmahaut und der Spindelsub- 
stanz kommt die hochste Viskositat zu. 

Was die Ladungsverhaltnisse des Protoplasmas in verschiedenen 
Mitosenstadien betrifft, so ergibt die Tabelle dariiber leider nichts 
eindeutiges. Nur findet man in vereinzelten Fallen einen verhalt- 
nismafiig hohen K-Wert fiir die Mikrosomen in der Metaphase, wofixr 
man vorlaufig die erniedrigte Viskositat des Zytoplasmas verantwort- 
lich maehen diirfte. Wir mochten somit die Erorterung dieser Frage 
weiterer Mitteilung vorbehalten. 

Zusammenfassung 

1. Fur die Sichtbarkeit, also den Quellungszustand der karyo- 
plasmatischen Strukturen (den Nukleolus ausgenommen) in der 
Pollenmutterzelle erscheint die lonenkonzentration, aber nicht der 
osmotische Wert der Beobachtungsfliissigkeit ausschlaggebend. 

2. Die Pollenmutterzellen fallen leicht durch leisen mechani- 
schen Eingriff der „Karyoptyse“ anheim. 

3. Der elektrische Strom wirkt auf das Zytoplasma quellend, 
dagegen auf das Karyoplasma aber entquellend ein. AuiJerdem ver- 
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ursacht die Elektrizitat die reversible Koagulation des letzteren. 

4. Die samtlichen Strukturelemente des Protoplasmas in den 
sich teilenden Pollenmutterzellen wandern in lebendem Zustand in 
elektrischem Felde immer nach der Anode, was die negative Ladung 
derselben andeutet. Diese Elektronegativitat des Protoplasmas wird 
dureh die diffuse Vitalfarbung mit sauren Farbstoffen nicht im 
geringsten vermindert, sondern im Gegenteil merklich vergroBert, 

5. Die Messung der Riickgangsgeschwindigkeit der Kataphorese 
hat sich als eine Schatzungsmethode der Protoplasmaviskositat 
brauchbar erwiesen. 

6. Die kataphoretische Geschwindigkeit, wie auch die Riick- 
gangsgeschwindigkeit, verschiedener Strukturelemente in der Pollen- 
mutterzelle schwankt im Laufe der Karyokinese in weitem MaBe. 
Die Beobachtungsfltissigkeit hat darauf einen nicht unbedeutenden 
Einflufi. 

Zum SchluB spricht der Verfasser auch an dieser Stelle der 
„Gakuzyutu-Sink6kwai“-Stiftung fiir ihre finanzielle Unterstiitzung 
bei der Durchfiihrung vorliegender Untersuchungen seinen herzlich- 
sten Dank aus. 
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Erklarung der Tafel 23 

Mikrophotographien, die sich auf die Pollenmutterzellen von Lilium Maximo- 
wiczii beziehen, warden mit Hilfe von LEiTZ-Makam aufgenommen : VergroBerung 
ca. 240 mal. 

Fig. 1, 2. „Karyoptyse'‘ durch mechanischen Eingriff. 

Fig. 3a, 4a, 6a, vor der Kataphorese; 3b, 4b, 5b, beim Einschalten des elektrischen 
Stroms schwillt die Zelle an, ist der Kern sichtbar und geschrumpft; die 
stotlichen Strukturelemente wandern nach der Anode. 
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Yamaha: Kataphoretische Versuche an den Pollenmutterzellen 
einiger Pfianzen 
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Some Observations upon the Mitotic and Meiotic Divisions in the 

Wistar Rat 

IV. Effect of factors influencing the functional development 
of the male gonad 

By 

William Bryden 

University of Melbourne, Melbourne, Australia 

Introduction 

Development of the gonads as a function of anterior pituitary 
lobe has been studied by various workers. It is considered that any 
effect upon the testicle may be exerted bn two morphologically and 
physiologically different parts, one of these being the tissue upon 
which the elaboration of spermatozoa is dependent. The results 
obtained have led to many other investigations on the effect on the 
testicle by the agency of various extracts and substances. In this 
study animals were treated with (1) Pituitary implants, (2) pituitary 
extracts, (3) gonadotropic extract from pregnancy urine and (4) 
lipoid extract (heart muscle) . In each case litter mates were used 
as controls. 

I am indebted to Drs. J. M. Robson and H. Taylor of the Insti- 
tute of Animal Genetics, Edinburgh for providing me with testes of 
treated and control animals. They carried out the experiments and 
the general methods, weights etc., here recorded were kindly supplied 
by them. I have further to thank Professor F. A. E. Crew, the 
Director of the Institute, for helpful suggestions throughout the 
course of the study. 

Previous Work 

Smith and Engle (1927) studied the effect of implantation of 
anterior pituitary lobe (rat) and concluded that though there was 
no increase in body weight there was an increase in testicle weight. 

Biedl (1927) found that testicle growth in rats and mice was 
retarded by implantation of anterior lobe. 

An increase in the frequency of the mitotic divisions after 
implantations of anterior pituitary lobe was suggested by Borst, 
Doderleim and Gostimirovic (1930). Biedl (1927) agreed with the 
results of Evans and Simpson (1927) that testicle growth was 
retarded by alkaline extract of pituitary lobe. 

Boeters (1931), Bounty (1931) and de Jongh (1931) studied 
the effect of gonadotropic extract from pregnancy urine and con- 
cluded that in rats and mice there was no effect on testicular growth 
or spermatogenesis. 
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Moore and Price (1932) record an interference with the germinal 
epithelium of the testicle after treatment with heart muscle. 

In a previous paper (1932) the author has described the somatic 
chromosome complex of the Wistar rat as well as the meiotic stages 
the latter of which have been analysed on the partial chiasmatype 
hypothesis of Janssens (1909, 1924) and elaborated by Darlington 
(1932). Further studies have been made (1935 a, b,c) on environ- 
mental changes affecting the cell divisions. 

In this study it is proposed to examine the effects on the cell 
divisions, and further, to include calculations made on the frequency 
of chiasma formation. 

Materials and Methods 

White rats originally belonging to the Wistar stock have been 
used throughout. All the animals were kept on the usual stock diet 
and precautions were taken to eliminate the effects of crowding. The 
animals were about six weeks old at the conclusion of each test. The 
following substances and extracts were used (details from Robson 
and Taylor) : 

(1) Bovine anterior pituitary lobes. These were obtained from 
a slaughter house and kept in a frozen condition until needed. The 
tissue was minced up immediately before injection by forcing through 
a fine sieve. 

(2) Ammonia extract of bovine pituitary lobe. Ten grams of 
minced anterior lobe were stirred for three hours with 80 c.c. 20 
ammonia (S.G. 0.95). Most of the ammonia was then removed by 
passing through a current of air and the whole then neutralised with 
glacial acetic acid. The solid substance was removed by centrifuging 
and an antiseptic, quinanil, added to the supernatant fluid in a con- 
centration of 0.25%. 

(3) Oestrin free- gonadotropic preparation from the urine of 
Pregnant women. Prepared by the method of Wiesner and Marshall 
(1932) . The extract contained approximately five luteinising mouse 
units per milligram. 

(4) Rabbits’ Heart Muscle. The heart was removed immediate- 
ly after the death of the animal and minced up in the same way as 
the anterior lobe tissue. In order to prevent sepsis an antiseptic 
(quinanil) was added to the heart and anterior lobe tissue. 

The testes were removed from the animals, weighed, and then 
fixed immediately in 2BD and 2BE (La Cour 1931) . The sections 
were cut at 12,«-14,« and stained with the standard gentian violet 
stain. The drawings were made with a Zeiss camera lucida and an 
H.I. 90, 1.30 apochromate oil-immersion objective at 3500 diameters 
and reduced. 
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Results 

(1) Anterior pituitary lobe. The rats received 0.05 c.c. of 
anterior pituitary substance every second day, together with a similar 
volume of 0.1% solution of quinanil in Ringer Locke. 

(2) Other animals were treated with an alkaline extract of 
pituitary lobe receiving 0.2 c.c. of the extract every second day for 
the first week and 0.4 c.c. subsequently. 

The sectioned testes from these two classes showed few general 
differences the one from the other. Mitotic divisions were abundant 
and appeared similar to those described by the author in a previous 
publication (1932). 

All stages of meiosis were very evident being simitar to those 
described previously. In the early diplotene stages the bivalents 
were very evident, exhibiting decided looping and chiasma formation. 
In late prophase the chromosomes, much contracted and thicker, 
showed more decided evidence of presence of chiasmata and it was 
noticed that the association of the previously free ends of bivalents 
occurred in many instances — the “terminalisation” of chiasmata 
probably previously interstitial (Darlington 1931). In metaphase, 
the bivalents were not spread out and scattered in a manner similar 
to some forms exhibited in the environmental studies (1935a) . Stages 
exhibiting anaphase and telophase and instances of the second sper- 
matocyte division have been observed and are similar to those 
described previously. 

The sections prepared from the testes of litter mate controls 
exhibited stages similar to those described. The number of metaphase 
plates observed appeared greater in the control sections but there 
were no decided differences in the general appearance of any of the 
meiotic stages observed in the treated and untreated animals. A 
count has been made of the relative percentages of the meiotic stages 
observed together with the frequency of tubules in which no divisions 
were evident — ^the count was made over 750 tubules, the sections 
being taken at random from all the slides prepared. See Table 1. 

Table 1. The frequencies of stages of prophase and metaphase along with 
the number of barren tubules observed 


Treatment 


Prophase 


Metaphase 


Barren 


Implant 

Extract 104 

Control 84.2 5.4 | 10.4 

The average testicle weight of implant treated animals is 0.462 
gm. the extracts 0.512 gm. and the controls 0.667 gm. “It is worth 
pointing out that quite apart from any effects of the injections, there 
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exists a distinct correlation between size of testicles and degree of 
spermatogenesis.” From the figures given in Table 1 this fact appears 
to be borne out. The general effect of anterior pituitary lobe appears 
to be manifest in the decreased size of the testes which is accompanied 
by decreased spermatogenetic activity. The implants appear to be 
more severe in effect that the extracts. 

(3) Gonadotropic extract from the urine of pregnant toomen. 
The animals used in this experiment received 50 mouse units of the 
extract (in Ringer Locke) every day for 15 days. This substance 
produced a marked effect on the size of the testicle, the average 
weights from treated animals being 0.887 gm. compared with 
0.408 gm. in the litter mate controls. 

The cytological examination revealed that though the size has 
been increased, there is no marked increase in the amount of sper- 
matogenesis going on. The number of barren tubules is not as great 
as in the previous treatment but there is no great increase in the 
number of metaphase stages observed. The results of the stage counts 
are shown in Table 2. 


Table 2. Counts from animals treated with gonadotropic extract compared 
with the litter mate controls— in percentages 


Treatment 

Prophase 

Metaphase 

Barren 

Gonadotropic Extract 

69.1 

4.7 1 

26.2 

Litter mate control 

88.3 

5.3 

11.4 


The results listed in Table 2 indicate that there is no increase in 
spermatogenesis through the treatment though there is a decided 
increase in testicle weight. In fact from the figures given it would 
appear that there is some degree of inhibition with the treatment, 
though this is manifest mainly in the percentage of barren tubules 
exhibited — the metaphase numbers bear a very favourable relation 
the one to the other. 

(4) Heart Muscle, Animals were injected every second day 
with 0.025 gm. of heart muscle and a similar amount of 0.1% solu- 
tion of quinanil, for one week and with twice these amounts of heart 
muscle and quinanil solution for a further twenty-six days. The 
animals were between seven and eight weeks of age at the conclusion 
of the treatment. There was an inhibition of the growth of the 
testicle; the average weight of the treated individuals was 0.36 gm. 
whereas the litter mate controls averaged 0.566 gm. As in the 
anterior pituitary lobe treatments spermatogenesis appeared checked 
but not to such an extent. A count on lines similar to those made in 
the other treatments has been made for the heart muscle treatments 
and the results are given in Table 3. 


1937 . Some observations upon the mitotic and meiotic divisions etc. 631 


Table 3. The percentage of prophase, metaphase and barren tubules observed in 
sections from heart muscle treatments and the litter mate controls 


Treatment 

Prophase 

Metaphase 

Barren 

. Heart Muscle 

82.9 

4.9 

1 12.2 

Control 

81.2 

8.8 

10.0 


Though there is a decided difference, between the average testicle 
weights of the treated and the control animals the activity, of sper- 
matogenesis appears to be but little affected. 


A further observation has been made over all the treatments 
and the litter mate controls regarding the percentage of stages present 
in those tubules exhibiting division of the first and/or second sper- 
matocyte. The calculations have been made by taking sections at 
random— twelve sections were taken over all the slides prepared, one 
section being known to contain mxtaphase configurations in each case. 
The results are shown in Table 4. 

Table 4. The percentages of prophase and metaphase from those tubules 
exhibiting spermatocyte divisions 


Treatment 

Prophase 

Metaphase 

Testicle W eights 

Pituitary Implant 
Extract 

Litter mate control 

Gonadotropic Extract 
Litter mate control 

Heart muscle 

Litter mate control 

This table sho'' 

88.8 

87.0 

80.2 

84.9 

81.4 

87.0 

86.7 

ws that the actua 

11.2 

13.0 

19.8 

16.1 

18.6 

13.0 

14.3 

[ divisions, apart 

0.462 gm. 

0.512 gm, 

0.667 gm. 

0.887 gm. 

0.408 gm. 

0.35 gm. 

0.666 gm. 

from the tubules 


showing the evidence of any stages, are closely related. The controls 
in every case exhibit a higher percentage than do the treatments but 
there appears no great difference between the treatments. The 
pituitary implant shows the smallest percentage of metaphase (and 
later than metaphase) stages, the pituitary extract value being some- 
what similar to the values obtained for the heart muscle. The 
gonadotropic extract differs but little from the controls — ^the frequency 
of metaphase stages is greater than the average of one control but 
less than the average in the litter mates of the other two treatments. 

Chiasma Formation 

Bivalent types are similar to those described earlier (1932) and 
the irregular behaviour of the sex chromosomes sometimes observed 
has been seen in several instances in all treatments. Counts were 
made of the frequency of chiasma formation both in diplotene and 
metaphase stages, the results being listed in Table 5. 

These results indicate that the frequencies of chiasma formation 
are but little affected in both the early and in the metaphase stages 
of the various treatments. 
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Table 5^ The frequency of chiasma formation in early diplotene and metaphase 
stages for all the treatments and the litter mate controls 


! 

Treatment. 

Biva- 

lent 

Early Diplotene 

Chias. 

Metaphase 

Chias. 

Num- 

ber. 

Ixta 

1 2xta 

3xta 

4xta 

Freq. 

Ixta 

2xta 

x 

CO 

Freq. 

Pituitary Implant. 

300 

88 

125 

75 

12 

2.04 

149 

129 

22 

i 1.57 

Extract. 

300 

91 

1?8 

56 

25 

2.06 

1 147 

139 

14 

i L666 

Litter Mate Control. 

300 

97 

129 

55 

19 

1.99 

1 136 

146 

18 

1 1.609 

Gonadotropic 

Extract. 

300 

98 

118 

71 

13 

1 1.99 

162 

109 

29 

1.56 

Litter Mate Control. 

300 

79 

134 

68 

19 

I 2.09 

166 

126 

19 

1.54 

Heart Muscle. 

300 

87 

129 

i 65 

29 

2.09 

157 

122 

21 

1 1.55 

Litter Mate Control. 

300 

100 

107 

I 71 ■ 

22 

2.06 

133 

165 

12 

i 1.60 


Taylor and Robson found that the treatments exerted a definite 
eifect upon the testicle. In most cases it became smaller in size than 
the corresponding litter mate control but in the gonadotropic treat- 
ment the size became greatly increased. With reduction in size it 
was found that spermatogenesis was checked, the tables of frequencies 
of stages giving some indication of the amount of actual meiotic divi- 
sion going on. 

Though spermatogenesis has been checked by the treatment, the 
frequencies with which the chiasmata are formed in the various stages 
is not markedly different in the treated animals. All animals ex- 
hibited similar types of bivalents, regular and usual arrangement in 
the various stages. These results are in contrast to those of the 
extremes of temperature, above and below the optimum, where 
decided effects on the bivalents in division were found. In the obser- 
vation carried out in this work, little difference from the normal 
could be observed in the actual divisions. But other results — ^from 
the cytological examination — parallel the recorded results of Robson 
and Taylor. 
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Fig. 1. Hybride d'especes diploi’de de Narcissus pseudonarcissus et de N, poeticus. 
Fig. 2. Mutation somatique tetraploide de Thybride d’especes diploide. 

Une difference sensible se montre surtout entre la dimension des 
fieurs et celle des feuilles. Pour en voir toute Timportance il faut 


D^nn hybride d’especes de Narcissus et de sa mutation somatique 
a la duplication du nombre des chromosomes et des nucleoles 

par 

Wiilem Eduard! de Mol, Amsterdam 
(Publication de la Societe neerlandaise pour stimuler Tamelioration 
scientifique des plantes ornamentales) 

En Fhonneur du soixante-dixieme anniversaire de Monsieur le 
professeur Dr. K. Fuji! ci- joint sont publies quelques faits con- 
cernant Thybride d^especes de Narcissus pseudonarcissus et N, 
poeticus, dont Tauteur a vu naitre pour la premiere fois une mutation 
somatique notablement plus grande et avec une construction 
differente de noyau. Ce cas de mutation somatique a ete cite deja 
autrefois, cf. 1925 a, b; 1926 a; 1928 b; 1932 b. L’hybride d’especes 
en question (fig. 1) -I’auteur ne se rapelle plus iaquelle des deux 
especes indiquees soit 9 ou d* - et sa mutation (fig. 2) sont cultives 
pendant de longues annees a rentreprise d’amelioration a Lisse, de 
la S. A. Freres Nieuwenhuis et de Tauteur. 
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comparer des individus arrives au terme de leur croissance. Cela 
est explique par la fig. 3. Cette foto, d’une plante en pleine terre, 

le ^ jardin ^ d’ex- 

chose de la multiplica- 
tion vegetative de la 
mutation somatique. 

I Une bulbe arrivee au 

terme de sa croissance 
■, et une jeune bulbe pas 

'f encore separee de la 

sSHIP^S?-'' ■ 'f ? ^ premiere ont produit 

toutes les deux une 
fleur. Les dimensions 
-T*''. fleurs different au- 
feo’-, -■■ %v, celles de la 

l'\'' '.Y.y *1'§M mutation complete et 

I’hybride original 
m jKw^fljHTj arrive h. terme. 

p'‘ /]■' '! ’ ■ Cette mutation so- 

f J I' matique s’est maintenue 

il;.’’- Ik'-l'M f i vegetativement pendant 

de longues anndes deja 
et un clone de milliers 
de plantes en a etd 
cultive. 

Les cultivateurs de 
Narcisses rangent I’hy- 
bride d’especes et sa 
mutation au nombre des 
formes de la “Division” 
des “Incomparabilis”, cf. Classified List of Daffodil names, Royal 
Horticultural Society, 1927 : “cup or crown not less than one-third 
but less than equal to the length of the perianth segments”. 

La mutation est la reproduction exacte mais plus grande que 
I’hybride original. Meme ses caraeteres physiologiques, comme le 
commencement de la fioraison, la duree de la floraison, I’epoque oil 
la fleur se fletrit, le plus ou moins de resistance centre differentes 
maladies, n’ont pas changes. 


Fij. 3. Mutation somatique tetraploide ; une bulbe 
arrivee an terne de sa croissance avec une jeune 
bulbe, toutes les deux produisent une fleur, mais de 
dimensions differentes. 


II y a bien longtemps que la recherche eytologique des cellules 
somatiques a eu lieu. L’annee passee on a refait ces recherches avec 
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des materiaux nouveaux. L’auteur est bien reconnaissant envers 
Monsieur le Professeur Dr. B. C. P. Jansen, directeur dii laboratoire 
pour la chimie physiologique de I’universite d’ Amsterdam, pour son 
hospitalite qui lui a permis de faire des travaux cytologiques plus 
pousses. Sa reconnaissance va encore a Madame F. Prins-Sandvoort 
en premier lieu et aussi a Mesdemoiselles W. A. G. H. Westendorff 
et D. M. Meekhof pour Tassistance tres appreciee qu’elles ont bien 
voulu preter a ces recherches. 

\\ 

Le 9 octobre 1935 les racines des bulbes plantdes dans des pots 
avaient assez pousse pour que les extremites puissent etre fixees. 
Ceci a 4te fait dans „Nawaschin“. Les preparations les plus meilleures 
ont ete obtenues apres avoir mis les objets regulierement dans des 
alcools d’un pourcentage de plus en plus fort; le 11 octobre dans 
21 / 2 %'. 5^0, 71 / 2 %, 10%, 30%; le 12 octobre dans 40%, 50%, 70%, 
85 % , 96 %> ; le 13 octobre deux f ois dans 100 % . La coloration a eu 
lieu dans Thematoxiline d’apres Heidenhain. On a controle exacte- 
ment combien de temps les preparations devaient rester dans I’alun 
ferrique (solution de 3%) afin que la construction du noyau puisse 
etre observee de la maniere la plus claire; ceci devait etre 45 minutes. 

Apres une immension de 10 minutes dans I’alun ferrique la con- 
struction du noyau etait peu claire ; apres 30 minutes plus claire ; 
apres 90 minutes aussi claire qu’apres 45 minutes. 

Le nombre chromosomique de I’hybride d’especes monte a 14 
(fig. 4), celui de la mutation somatique a 28 (fig. 5) . Par consequent 
une duplication du nombre chromosomique a eu lieu. Quand le nombre 
chromosomique monoploide de A, pse^idonarcissus est represents par 
X et celui de N. poeticus par x' on peut dire que I’hybride d’especes 
diploide est caracterise par x + x' = 14 et sa mutation somatique 
tetraploide ou di-diploide par 2(x + x')= 28. 

Aux plaques equatoriales diploides on peut tres bien voir que les 
chromosomes se trouvent deux par deux. Comment est-il fait 
maintenant de I’ordre des chromosomes dans les plaques equatoriales 
tetraploides? Pour le moment I’auteur en vient a la conclusion qu’on 
doit etre prudent avec I’acceptation d’une couche des chromosomes 
deux par deux, comme c’est indique ci-dessus, et qu’on doit etre 
excessivement prudent de dire qu'ils se trouvent quatre a quatre. 

L’auteur reconnait par avance que sa rdponse est plutot une 
hypothese qu’une preuve. En tout cas c’est une hypothese qui n’est 
pas nee sans I’avoir essay^e. 

Dans les deux cas une metaphase dans une des plus grandes 
cellules du peribleme a ete prise comme exemple. Les coupes et les 
cellules ont etd choisies de sorte qu’une comparaison de dimension 
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etait permise. La difference entre les dimensions des cellules et celles 
des noyaux est done claire. 

Cette difference se manifeste aussi aux extreraites des racines et 
aux racines enti^res pourvu qu’on choisisse les materiaux a comparer 
d’une maniere juste. 

Le plus grand nombre de nucleoles qu’on a observe a I’hybride 
monte a 2, a la mutation il monte a 4. La difference de dimension 
des cellules et des noyaux se reflete nettement de la meme maniere 
dans les tableaux des cellules, noyaux et nucleoles. Fig. 6 represente 
un noyau de I’hybride, avec un seul nucldole. Fig. 7 nous montre un 
noyau avec deux nucleoles. Les fig. 8 et 9 se rapportent a la mutation. 
On voit ici la representation d’un seul nucieole et de quatre nucleoles. 










I /■' ./m 




Fig. 4. Plaque equatoriale, cellule de peribleme, coupe transversale de racine de 
rhybrlde d’especes; 14 chromosomes. Agrandiss9ment±l 600 fois. Fig. 5. Plaque 
equatoriale, cellule de peribleme, coupe transversale de racine de la mutation soma- 
tique; 28 chromosomes. Agrand. ±1600 fois. Fig. 6. Noyau dans une cellule de 
peribleme, coupe transversale de racine de I’hybride d’especes; noyau avec un seul 
nucleolus. Agrand. ±1600 fois. Fig. 7. Noyau dans une cellule de peribleme, coupe 
transversale de racine de I’hybride d’especes; noyau avec deux nucleoli. Agrand. 
±1500 fois. Fig. 8. Noyau d’une cellule de peribleme, coupe transversale de racine de 
la mutation somatique; noyau avec un seul nucldolus. Agrand. ±1500 fois. Fig. 9, 
Noyau d’une cellule de peribleme, coupe transversale de racine de la mutation soma- 
tique ; noyau avec 4 nucleoli. Agrand. ±1500 fois. 
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Tout se rapporte aux cellules comparaDles du peribleme. Plusieurs 
mesurages montrent que la mutation possede un volume presque deux 
fois plus grand de matiere nucleolaire que I’hybride ordinaire. On 
a pris une epaisseur de 
coupes de 15 . 

Une recherche detaillee 
de nucleoles et de chro- 
mosomes a lieu a I’heure 
actuelle. En outre la meiose 
des deux formes sera etudiee. 

Et en suite on doit examiner 
si une difference de dimen- 
sion ou de nombre existe 
entre les grains de chloro- 
phyle et entre les chromato- 
phores jaunes et les plastides 
qui se trouvent au bord de 
la paracorolla apportant sous 
forme de cristaux de caro- 
tine, la couleur orange. 
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Fig. 10. Graines de Thybride d’especes, com- 
mencement de la floralson. Agrand.i 140 fois. 
Fig. 11. Graines de la mutation somatique, com- 
mencement de la fioraison. Agrand, ±140 fois. 
Figi 12. Graines de Fhybride d'especes, la fin de 
la fioraison. Agrand. ±140 fois. Fig. 13. Graines 
de la mutation somatique, la fin de la fioraison. 
Agrand. ±140 fois. 


Dans rhybride d'especes 
et dans sa mutation la 
sterilite du pollen est assez 
grande. Pour les deux formes la difference n^est pas importante de 
sorte qu'on peut accepter que la sterilite des microgametes est surtout 

la consequence du croise- 
ment d’especes. Fig. 10 
represente quelques graines 
aussi bien des steriles que 
des fertiles , de Thybride 
d^especes; fig. 11 quelques 
unes de sa mutation. Ce 
pollen a ete dessine quand 
les fleurs venaient de 
s'ouvrir. Les fig. 12 et 13 
representent le pollen des 
memes varietes, d'autres 
fleurs, quand celles-ci etaient 
presque fanees. Si Von 
compare les fig- 10 et 11 et 
ensuite les fig. 12 et 13 on aper§oit une difference nette de dimension. 




Fig. 14. FHybride d'especes ; une tepale du cycle 
interieur (a gauche) et une tepale du cycle ex- 
terieur (a droits) avec la partie annexe de la 
corona. Dimension naturelle. Fig. 15. Mutation 
somatique ; comme la fig. 34. 
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En comparant les fig. 10 et 12 et ensuite les fig. 11 et 13 on voit 
que le pollen n’a pas beaucoup grandi pendant la floraison. 

Les fig. 14 et 15 nous montrent fine comparaison entre deux 
tepales (une du cycle interieur et une du cycle exterieur) et le seg- 
ment de la corona qui se trouve a I’interieur. La difference de 
dimensions est de nouveau manifesto. 

Hybride d’especes: 

tepale interieure 49 mm de longueur, 21mm de largeur; 

tepale exterieure 51 mm de longueur, 23 mm de largeur ; 

hauteur de la corona 18 mm. 

Mutation somatique: 

tepale interieure 58 mm de longueur, 23 mm de largeur ; 

tepale exterieure 60 mm de longueur, 23 mm de largeur; 

hauteur de la corona 22 mm. 

Le controle du nombre de graines et du nombre de cellules des 
coupes de racines nous a appris que I’augmentation de dimensions 
des antheres et des racines doit gtre attribuee principalement, pour 
ne pas dire completement, a I’augmentation de la dimension des 
cellules. Ici le nombre cellulaire est probablement reste le meme. 

Au moment ou cette publication est terminee, mi-juillet 1936, 
les bulbes viennent d’etre arrachees. Un contrSle minutieux montre 
qu’il n’y a pas ou presque pas de difference de dimension. 

D’une mani^re trfes convaincante des hybridations avec les 
formes commentees dans I’entreprise d’am^lioration a Lisse ont 
montre combien grande la valeur pratique pent etre d’une augmenta- 
tion du nombre chromosomique etc. Pendant des annees les deux 
varietes ont ete croisees avec les memes hybrides de Narcissus. 
Puisqu’on a obtenue de la bonne semence, on voit qu’elles produisent 
bien des macro- et microgametes fertiles et de bonne esp^ce. 

En general on est oblige de selectionner tres etroitement afin 
d’obtenir des varietes appropriees au commerce qui peuvent soutenir 
une concurrence avec Tassortiment actuel. Or, il parait, que de 
beaucoup de croisements avec les formes en question il n’est reste 
que ; 

No 421 - croisement 1931 : mutation somatique $ X variete Gigantic 

Orchid flower o’. 

No 472 - croisement 1933 : mutation somatique 9 X variete Gigantic 

Orchid flower d'. 

(Resume Liste des plantes 1985-1936). Gigantic Orchid flower 
represente une section de varietes heteroploides de N. pseudo- 
narcissus obtenue par I’auteur ou la paracorolla est divis^e en 6 
segments, cf. 1923d; 1932a et b; 1934a; 1936. 


No 472 - croisement 1933 ; 


r937 D’nn hy bride d’especes de Narcissus et de sa mutation somatique etc. 639 

Les descendants ci-dessus designes ont done donne la preuve 
qu’ils sont dignes d’etre cultives pour la pratique, du moins pour le 
moment. Les croisements avec I’hybride d’espece ordinaire etaient 
done surpasses par ceux-la avec sa mutation somatique a la duplica- 
tion du nombre chromosomique et du nombre nucleolair. La cause 
en est en premier lieu aux dimensions plus grandes et a la rigidite 
plus forte, ce a quoi tend la pratique. L’augmentation de dimensions 
est souvent accompagnee d’une coloration plus intense en jaune et 
en orange, mais pas tou jours. 

Une publication recente de Fernandes (1936) mentionne la 
presence de mixoplo'idie dans les racines de N. reflexus. A cote de 
noyaux diploides (2x = 14) on trouvait tou jours des cellules et des 
complexes de cellules avec des noyaux qui contenaient une duplica- 
tion du nombre chromosomique (4x = 28). Ce meme exemple de 
mixoploidie a ete trouve par I’auteur, il y a bien des annees, dans la 
racine d’une vafiete cultivee de N. poeticus. En meme temps 
Fernandes a distinctement vu que le nombre nucleolair a augmente 
Cet auteur a trouve aussi une racine qui etait entierement tetraploide. 

A la page 37 il ecrit: “Si la duplication avait lieu dans le 
primorde du bourgeon floral, on pourrait voir apparaitre des hampes 
florales avec des fleurs susceptibles d’engendrer des graines triploides 
et tetraploides”. Comme suite a ceci on peut dire que ce phenomfene 
a eu lieu chez I’hybride d’especes ici-dessus traite. Fernandes suppose 
que la cause principale de I’engendrement des formes polyploides doit 
etre attribute a la formation de gametes diploides, etc. par suite 
d’une division meiotique irreguliere. L’auteur a adopte exactement 
la meme opinion. Cf. 1922b, ou des variates polyploides de 
Na/rcissm ont ete mentionnees; ensuite 1928e, f et 1932a, b, ou il a 
ete question de produire de graines diploides (et tetraploides). 

Les mutations vegetatives tetraploides de formes diploides se 
trouveront-elles plus souvent chez des hybrides d’especes que des 
hybrides de varietes? L’unique rdponse, bien incomplete d’ailleurs, 
a cette question significative, est que I’auteur ne les a jamais trouvees 
chez des hybrides de varietes, mais exclusivement chez des hybrides 
d’especes, et cela apres une experience de 28 ans. 

Resume 

Il y a des annees par une mutation somatique d’un hybride de 
Narcissus pseudonarcissus et N. poeticus une forme plus grande est 
nde qui est restee toujours constants. 

‘ On a constate que I’hybride d’especes est diploide (x + x' = 14) 
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et que sa mutation vegetative est tetraploide ou di-diploide 
(2x + 2x' = 28) . 

La duplication du nombre chromosomique s’est jointe a la 
duplication du nombre de nucleoles; pour I’hybride d’especes le plus 
grand nombre est 2, pour sa mutation somatique il monte a 4. 

L’augmentation de dimension des plantes est en premier lieu en 
rapport avec I’accroissement des cellules. 

Les experiences d’amelioration ont montre que la mutation 
somatique represente une plus grande valeur pour la pratique que 
Fhybride d’especes. 

Get exemple a montre d’une faqon evidente I’importance de la 
duplication du nombre chromosomique pour les cultures pratiques. 
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